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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

Die Bezeichnung Mukoviszidose leitet sich aus den beiden lateinischen Wortern Mucus
(= Schleim) und viscidus (= z&h) ab. Im angloamerikanischen Sprachraum wird der
Begriff Cystic Fibrosis (= CF) bevorzugt. Die Mukoviszidose ist mit einem
Vorkommen von 1 auf 2500 Lebendgeborenen die héaufigste angeborene
Stoffwechselkrankheit mit ernster Prognose im européischen Raum [13,39,117,151]. Sie
betrifft die Sekretproduktion der exokrinen Driisen wie die seromukdse Drisen der
bronchialen Mukosa, des Pankreas, der Leber (Galle), der Tranendrisen, der
Schweil3driisen und des Samenleiters [ 35,49,70,136].

1.2 Geschichte

Die Mukoviszidose scheint eine recht alte Krankheit zu sein. Erste Hinweise auf
klinische Symptome der Krankheit stammen bereits aus der Zeit um 3000 v.Chr. [25].
Weitere frilhe Beschreibungen einer CF-Symptomatik finden sich in Uberlieferungen
aus dem 17. Jahrhundert, die von einer geringen L ebenserwartung ,, salzig schmeckender
Kinder* berichten [25,113,157]. Der ersge medizinische Fallbericht wurde zwei
Jahrhunderte spéter von Carl von Rokitansky im Jahre 1838 vorgelegt [25]. 1905 wurde
der Mekoniumileus beschrieben [88]. Als eigenstéandige Krankheit wurde die
Mukoviszidose allerdings erstmals zu Beginn des 20. Jahrhundert durch Fanconi
beschrieben [45]. 1938 fand Dr. Dorothy Anderson in New York Zysten und Fibrosen
in den Bauchspeicheldrisen verstorbener Patienten, was sie zu der Bezeichnung
»Cystische Fibrose des Pankreas* fuhrte [4]. Wahrend der 40er Jahre wurde klar, dai3 die
Erkrankung auch andere Organe betrifft und erblich ist [96]. 1953 wurde erstmals eine
erhdhte Elektrolytkonzentration im Schweil3 nachgewiesen [38]. Erst Quinton stellte
1983 fest, dal3 die Ursache der Erkrankung in einem Chloridkanaldefekt liegt [108]. Seit
1985 ist bekannt, da’3 der Gendefekt, der die Mukoviszidose bedingt, sich auf dem
langen Arm des Chromosom 7 befindet [84,135,146]. Lokalisiert und sequenziert wurde
das verantwortliche Gen schlief3lich 1989 [71,113,115].



1.3 Genetik
Der Erbgang der Mukoviszidose ist autosomal rezessiv [96]. Aufgrund der Gesetze der

formalen Genetik kommt es demzufolge in Europa zu einer Heterozygotenfrequenz von
1:20 his 1:25. Bei der negroiden Rasse hingegen werden Pravalenzen zwischen 12.000-
17.000 angegeben, was ungefdhr einer Heterozygotenfrequenz von 1:200 entspricht
[40,56,61,107], wahrend das Auftreten in der mongolischen Rasse nur sporadisch ist.
Heterozygote Gentrdger sind phanotypisch gesund und weisen auch in keinem
Screeningtest pathologische Werte auf [83].

Das verantwortliche Gen ist an der Position 7931 lokalisiert [24,30,113]. Dieses
sogenannte CFTR-Gen (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator-Gen)
enthdlt ca 250 Kilobases Uber 27 Exons und kodiert das transmembrane
chloridfluRregulierende Protein aus 1480 Aminosauren [57,71,113,115]. Bei
Mukoviszidose wird dieses Protein nicht oder nur defekt gebildet bzw. erreicht nicht die
apikale Zellmembran, was zum Chloridkanaldefekt fahrt [49,130,134]. Die
Sequenzanalyse zeigt, dald3 die Mutation D-F508, d.h. die Deletion der Aminosdure
Phenylalanin in Position 508 des Glykoproteins, in Europa mit 70-75 % deutlich am
haufigsten auftritt [57,71,118]. Weitere haufige Mutationen sind: R553X, N1303K,
Gb542X, G551D und R347P [43,53,139]. Insgesamt sind bisher Uber 950 Mutationen
bekannt, die mit dem Krankheitsbild der Mukoviszidose einhergehen, wobei die
Tendenz weiterhin steigend ist, well stdndig neue Mutationen entdeckt werden
[150,161].

Je nach Gendefekt kommt es an den verschiedensten Stellen der Proteinherstellung zur
Stérung. Demnach lassen sich die CF-Mutationen in sechs verschiedene Gruppen
einteilen [40,162]:

Gruppe I:  Defekte Proteinbiosynthese
Gruppe IlI:  Defekte Proteinverarbeitung (Reifung oder Transport)
Gruppe lll:  Defekte Regulation des CFTR-lonenkanals

Gruppe IV:  Defekte lonenleitfahigkeit des CFTR-Kanals
Gruppe V:  Stérungen in Wechselwirkung mit anderen Proteinen

Gruppe VI:  Verminderte CFTR-Konzentration.



Abbildung 1 veranschaulicht die Defekte, die im Falle der Mutationsgruppen | bis 1V

vorliegen:

Abb. 1. Defekte der Mutationsgruppen | bis1V [151]
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Je nach Gruppe bzw. Mutation kommt es zu einem mehr oder weniger starken
Schweregrad der Mukoviszidose, wobei eine groRe Variationsbreite der
phanotypischen Ausprégung zu bestehen scheint [72,137,162]. Die hdchste Korrelation
bestent zwischen Pankreassuffizienz und Mutationstyp, die geringste zwischen

Lungensymptomatik und Mutationstyp [161].
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1.4 Molekularbiologie

Der lonentransport Uber die apikale Membran ist fir die Zusammensetzung des
Schleims im respiratorischen Epithel mal3geblich. Dieser lonentransport erfolgt
aufgrund der Semipermeabilitét der Zellmembran nur durch Kande bzw. durch
energieverbrauchende Transportsysteme. Wasser hingegen folgt den lonen passiv nach.
Die beiden entscheidenden lonen sind das Chlorid und das Natrium, deren Transport
aufgrund des Gendefektes gestort ist. Im Folgenden soll jedoch zunéchst die Situation

an einer gesunden Zelle betrachtet werden:

Der Chloridtransport an der apikalen Membran der Zelle erfolgt auf folgenden Wegen:

1. Uber den cAMP-regulierte Chloridkanal, der dem Glykoprotein des CFTR-Gens
entspricht [5,37,68,121];

2. Durch einen mit Ca’* aktivierbaren Chloridkanal, der tiber die Kalzium-abhéngige
Proteinkinase (Typ I, CAM-Kinase) aktiviert wird; dieser Kanal wird aufgrund
seiner nach auf3en gerichteten Spannungskennlinie auch als ,outwardly rectifying
chloride channel“ (ORCC) bezeichnet [14,15,49].

3. Manche Autoren berichten Uber einen Chloridkanal, der durch Zellschwellung
aktiviert wird [49].

An der basalen Membran gelangt das Chlorid tiber den Na'/K*/2CI~ Co-Transporter in

die Zelle.

Der Natriumtransport verlauft dem Chloridtransport entgegengesetzt:

Natrium wird durch einen Kanal auf der apikalen Seite in die Zelle aufgenommen und

an der basolateralen Membran durch eine energieverbrauchende Na'/K*-ATPase gegen

Kalium ausgetauscht (s. Abb. 2) [14,15,83].

Neben diesen Vorgangen kommt es auch zu parazelluléren Transportvorgangen, auf die

hier jedoch nicht ndher eingegangen werden soll [19,79,83].

Im Falle der Mukoviszidose ist sowohl der Chlorid- als auch der Natriumionentransport

durch den Defekt des CFTR-Gens gestért (Abb. 2).

Je nachdem, inwieweit der Chloridkanal gestort ist, verandert sich die Chloridsekretion

von einer nur leichten Reduktion des Chloridstromes bis hin zur totalen Blockade

[83,108,109]. Zu beachten ist jedoch, dal3 der Ausfall der Chloridsekretion nicht durch

ein Fehlen, sondern durch eine Aktivitdtsstorung der Chloridkandle bedingt ist

[149,152].



11

Dieser Funktionsausfall des CFTR-Chloridkanals kann teilweise, wenn auch fast immer
insuffizient, durch den Ca?* abhangigen Chloridkanal kompensiert werden [5,6].

Neben dieser Chloridkanalstorung ist auch die Natriumresorption verandert:

Es kommt zu einer erhdhten Natrium-Ruckresorption und damit zu einem verstarkten
Wassereinstrom in die Zellen, der zu einer Viskositéészunahme sowie einer
Elektrolytkonzentrationsdnderung in den Sekreten fuhrt [20,49,69,83,123,152,155].

Abb. 2: Darstellung des | onentransports einer CF-Zelle (Erléauterung im Text)

Na" Cl ClcErr @

Diese Storungen fiuhren u.a. zu dem bekannten hohen Natriumchloridgehalt des
Schweil3es, wobei sowohl die sekretorischen Drisenknduel als auch die fur die
Rickresorption verantwortlichen Drisengange betroffen sind. Die mangelnde
Rickresorption in den Drisengangen fuhrt zu einem hypertonen Endschweild der
meisten CF-Kranken gegentiber dem eines Gesunden [11,12,50,67,82,110].

Besonders folgenschwer ist diese Elektrolytanderung in den Lungen und im Pankress.
In den Lungen flUhrt sie zu einer Erniedrigung der mukozilidren Clearance
[33,85,96,129] und bereitet so den Boden fur bakterielle Infektionen [111]
(insbesondere mit Pseudomonas aeruginosa [138]). In der Bauchspeicheldriise kommt
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es durch die Elektrolytstorung zu einer Sekretretention und Obstruktion der

Ausfuhrungsgange, was schliedlich in einer exokrinen Pankreasinsuffizienz miindet.

Weiterhin umstritten ist die Tatsache, ob auf der Schleimhaut der Lunge isotone
Verhaltnisse vorliegen, wie von der Arbeitsgruppe um Boucher postuliert [8,98], oder
ob eine hypertone Situation vorliegt, wovon die Arbeitsgruppe von Welsh ausgeht
[159]. Laut Boucher ist das Entscheidende an den pathophysiologischen Vorgangen,
dai3 das Volumen der Flissigkeitsschicht Gber der Lungenschleimhaut, der sogenannte
epithelial lining fluid (periziligre Flussigkeit), vermindert ist. Dadurch kann ein
effektiver Transport des Mukus Uber die mukoziliare Clearance behindert oder sogar
blockiert werden [98].

1.5 Pranatale Diagnostik

Es besteht die Moglichkeit, zwischen der 7. und 12. Schwangerschaftswoche durch eine
Chorionzottenbiopsie einen pranatalen Gentest vorzunehmen und auf die Mutation des
Indexpatienten hin zu untersuchen [22,105,132]. Von vielen Betroffenen wird diese
Form der Diagnostik jedoch abgelehnt.

1.6 Allgemeine Diagnostik

Ein flachendeckendes Neugeborenenscreening z.B. mittels DNA-Screening fir AF-508
und immunreaktivem Immunotrypsin wird diskutiert. Diese wird von immer mehr
Arbeitsgruppen fur sinnvoll gehalten, da Studien mittels bronchoalveolérer Lavage
schon sehr frihzeitig eine ausgepragte intrabronchiale Entzindung bei Séuglingen
nachgewiesen haben, die durch frihzeitige Therapie beeinflul3t werden konnte
[34,101,145]. Desweiteren wurde in einer Studie in Wisconsin eine bessere
Gewichtsentwicklung bei durch Screening erkannten Kindern im Vergleich zu ohne
Screening diagnostizierten Kindern festgestellt [46]. Allerdings wurde unter
angemessener Enzym-Substitution dieses Defizit rasch ausgeglichen. Die Kostentrager
finanzieren ein Screening allerdings erst, wenn eine kausale Therapie moglich ist.

Ein grundsétzliches Problem in einem Screening nach Mutationen besteht darin, dal3
ein solches DNA-Screening zu einer sehr grof3en Anzahl von Tréagern im Vergleich von

identifizierten Patienten fihren wird und eine eventuelle Trennung zwischen Trégern
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und leicht erkrankten Patienten (eine gewdhnliche plus eine nicht identifizierte , leichte®
Zweitmutation) z.B. mittels Schweildtest meist unzureichend sein wird.

Der , Schweildtest® wurde schon relativ frih (1959) als diagnostisches Mittel zur
Erfassung der Mukoviszidose eingesetzt [50].

Ein weiteres Verfahren zur Diagnostik wurde mit der Messung der nasalen
transepithlialen Potentialdifferenz 1981 von Knowles entwickelt, auf die an anderer
Stelle noch ausfuhrlicher eingegangen werden soll [74,78].

Die Bestimmung der fakalen Elastase-1 ergab in verschiedenen Untersuchungen eine
ausgezeichnete Sensitivitét und Spezifitét fur die Diagnose einer Pankreasbeteiligung
bei cystischer Fibrose [26,54,124,148].

Schlief3lich besteht noch die Mdglichkeit des Gentests [119], dessen Kosten sich fur die
vollsténdige Sequenzierung allerdings zur Zeit noch auf DM 4000,- belaufen.

1.7 Transepitheliale Potentialdifferenz

Auf diese Methode soll etwas ndher eingegangen werden, da sich die vorliegende
Doktorarbeit mit der nasalen transepithelialen Potentialdifferenz beschaftigt.
Urspringlich wurde die transepitheliale Potentialdifferenz (PD) zwischen dem
Flimmerepithel der Bronchien und der Submukosa gemessen, was
untersuchungstechnisch sehr aufwendig war. Das Mef3verfahren wurde vereinfacht,
nachdem in Studien nachgewiesen werden konnte, dal3 der Aufbau des Epithels der
unteren Nasenmuschel demjenigen der Bronchien entspricht [59] und die Submukosa
des Luftgewebsepithels isoelektrisch mit der Subkutis ist [3,28,74].

So wird die PD heute Ublicherweise zwischen dem Flimmerepithel der unteren
Nasenmuschel und der leicht zugéanglichen Subkutis z.B. am Oberarm bestimmt. Uber
diesen beiden Mef3punkten baut sich durch die weiter oben beschriebenen
lonentransportvorgange (vgl. Kap. 1.4, s. Abb. 1) eine Spannungsdifferenz auf
[88,89,90], die sich prinzipiell auch am Darmepithel ableiten &Rt [97,119,142,143].
Diese Spannung ist ein Summationspotential und ist lumennegativ [74,78,89,141]. An
dieser Stelle soll noch auf eine gewisse Besonderheit des Sprachgebrauchs im Umgang
mit der PD hingewiesen werden: Spricht man von einer Erhéhung der PD-Werte,
bedeutet dies eine Zunahme der Spannung. Das Vorzeichen der Spannung (positiv oder
negativ) bleibt dabei unberiicksichtigt. Entsprechend bedeutet eine Erniedrigung der
PD-Werte eine Abnahme der Spannung.
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Die PD betragt bei einem gesunden Probanden gewdhnlich zwischen -10 mV bis -35
mV. Diese PD ist beim CF-Patienten aufgrund der erniedrigten Chloridsekretion und
der erhdhten Na'-Resorption deutlich erhdht. Dadurch, dafi3 die Natriumionen vermehrt
in die Zelle aufgenommen werden, gehen positive Valenzen an der Oberflache der
Zellen verloren, und es kommt zu einer Erhdhung der Potentialdifferenz [80]. Die
Potentialdifferenz bei CF-Patienten betragt Ublicherweise zwischen -45 mV bis -100
mV. Dieser Unterschied der Potentialdifferenz zwischen Gesunden und CF-Patienten ist
diagnostisch nutzbar [14,15].

Die Potentialdifferenz 183t sich mit dem weiter unten erlduterten Versuchsaufbau gut
messen, wobei die Mdglichkeit besteht, mit verschiedenen Medikamenten die oben
beschriebenen Kanéle pharmakologisch zu beeinflussen (vgl. Abb. 2).

Den Natriumkanal kann man beispielsweise mit Amilorid blockieren. Dies fuhrt bei
CF-Kranken zu einer Normalisierung der Potentialdifferenz bzw. bei Gesunden zu einer
Erniedrigung der PD [21,51,52,58,64,75,76,85,99,144]. Die Natriumionen verbleiben
auBerhalb der Zelle, so dal’ es nicht zu einer verstérkten Wasserabsorption kommt.

Auf den Chloridkanal kann man in verschiedener Weise einwirken:

Eine Mdglichkeit besteht darin, durch eine chloridarme Lésung die Chloridsekretion zu
stimulieren, was jedoch meist nur bei Gesunden gelingt.

Die zweite Madoglichkeit ist eine Aktivierung der Chloridkandle durch B-2-
Sympathomimetika (wie z.B. Terbutalin und Isoprenalin) Uber die Adenylatzyklase und
die zyklischen Adenosinmonophosphatase [14,19,32,41,100]. Diese Aktivierung gelingt
bei den meisten CF-Patienten nicht, da die Funktion dieser Kandle gestért ist [17,48,77].
Allerdings gibt es Studien, bei denen an isolierten Epithelzellen, die depolarisiert
wurden, eine Offnung der Chloridkanéle tiber CAMP gelang [17,62,149].

Die Messung der PD it inzwischen ein wichtiger Bestandteill der
Mukoviszidosediagnostik, da sie gut reproduzierbar und wenig invasiv ist. Besonders
hervorzuheben ist ihre Bedeutung bei Verdacht auf Mukoviszidosetypen, trotz
negativen Schweil3testergebnises [60,154]. Hier stellt die PD ein wichtiges erganzendes
diagnostisches Werkzeug dar [36].
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1.8 Therapie
Eine kausale Therapie der Mukoviszidose ist bisher noch nicht bekannt. Auch Versuche

einer Gentherapie waren bisher erfolglos, so dal3 zum jetzigen Zeitpunkt nur eine
symptomatische Therapie moglich ist.

Vorrangige Ziele dieser Therapie sind die Verbesserung der Sekretdrainage, eine
aggressive antibiotische Therapie bei einer bakteriellen Besiedlung der Atemwege und
die Substitution der Pankreasenzyme [29,92,102]. Therapieformen, die die
Sekretdrainage fordern, sind korperliche Aktivitéten, Atemtherapie wie autogene
Drainage, Ubungen zur Thoraxmobilisation und Starkung der Atemmuskulatur sowie
die Inhalationstherapie [40]. Desweiteren gibt es eine Reihe medikamentdser Ansétze,
die zur Zeit in klinischen Studien untersucht werden, deren Erlauterung jedoch den
Rahmen dieser Doktorarbeit sprengen wiirde.

Auch weitere Organsysteme konnen durch die Mukoviszidose betroffen sein, die einer

speziellen Therapie bedurfen.

1.9 Prognose

In Deutschland wurde die mittlere kumulative Uberlebensrate fir 1998 mit 29,6 Jahren
beziffert. Das mittlere Alter der erfassten Patienten lag 1998 in der Bundesrepublik bei
15,8 Jahren, und 38 % der Patienten waren Uber 18 Jahre alt. Im Median verstarben die
Patienten im Alter von 22 Jahren. Von 1995 bis 1998 verstarben aber auch 54 Patienten
vor dem Erreichen des 18. Lebensjahres. Diese Daten sind mit denen aus den USA und
Frankreich vergleichbar [127]. Bel Kindern, die 1990 geboren wurden, kann man von
einer mittleren Lebenserwartung von 40 Jahren ausgehen [42]. Englische
Krankenversicherungen kalkulieren die durchschnittliche Lebenserwartung heute
geborener CF-Kinder auf 45-50 Jahre [40]. Das ist eine deutliche Verbesserung,
bedenkt man, dal3 noch in den 60-er Jahren ein Grofiteil der Patienten bereits im
Vorschulalter starb. Diese Verbesserung der Lebenserwartung wird groftenteils auf die
aggressive antibiotische Therapie, die besseren M6glichkeiten der Enzymsubstitution in
Verbindung mit einer fettreichen Ernéhrung sowie einer intensivierten Inhalations- und
Physiotherapie, nicht zuletzt aber auch auf eine engmaschige érztliche Betreuung
zurlickgefuhrt [40,91,131).
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Die meisten Probleme bereitet weiterhin die chronisch destruierende
Lungenerkrankung, die letztendlich die Prognose der Erkrankung bestimmt
[27,106,127,153].

Ein weiteres Problem stellt die exokrine Pankreasinsuffizienz dar, wobei
interessanterweise nur der Erndhrungszustand, nicht jedoch die Pankreasfunktion an
sich, Einflul auf die Prognose hat [126]. Von den spateren Komplikationen, die im
Einzelfall die Prognose erheblich beeinfluRen kdénnen, sind Diabetes mellitus, biliére
Leberzirrhose, Pfortaderhochdruck, Osophagusvarizen, Splenomegalie, chronisch
rezidivierende Bronchopneumonien, Bronchiektasen, Atelektasen, Emphysem,
Lungenabszesse, Pneumothorax, Hamoptysen und Cor pulmonale zu erwdhnen
[9,10,112,126].
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1.10 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziele der vorliegenden Arbeit waren:

>

Die Beurteilung des Stellenwertes der nasalen Potentialdifferenzmessung (PD)
durch Vergleich mit mehreren anderen diagnostischen Verfahren.

Die Untersuchung der Variabilitdt der PD unter physiologischen Bedingungen
(korperliche Belastung) sowie unter einem zusétzlichen unspezifischen Stimulus
(Kaltluftexposition).

Der Nachweis der Wirksamkeit und Abschdtzung der Wirkdauer der
Amiloridinhalation per Pulverinhalator unter der Verwendung der PD als
Testmethode.
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2 Methodik

2.1 Material und Methodik der PD-M essung

Im Folgenden werden Aufbau und Vorgehen bei der transepithelialen

Potentialdifferenzmessung erlautert.

2.1.1 Aufstellung desverwendeten Materials und der Ger éte:

* Millivoltmeter der Wissenschaftlich-Technischen Werkstétten
GmbH. WTW PH 530, Weilheim

» 2 Infusionspumpen, Typ Injektomat der Fa. Fresenius

e 50 ml Injektomat- Spritzen

* Injektomat-Leitungssysteme

* 3-Wege-Héahne

* Venenverweilkanile, Typ Surflo, 24G

» Plastikschlduche auf brauner Kantile

» 2 Agargelbriicken in Plastikschlauchen, gefillt mit 0,9-molarer
NaCl-Ldsung in Hochagar der Firma Difco, Augsburg
2 Agargelbriicken in gebogenen Glasrohren, gefillt mit 3-molarer KCI-Losung in
Hochagar der Firma Difco, Augsburg

» 100 ml-Flaschen isotonischer Kochsalzlésung

» 2 Erlenmeyerkolben (Weithals) 200 ml mit 3-molarer KCI- Ldsung
gefillt, passende Kautschukstopfen mit Bohrungen

» Pflaster zur Fixierung der Verweilkantle

» Kaltlichtquelle der Fa. Storz, Typ 559

* Glasfaserkabel der Fa. Storz

» konnektierbares Nasenspekulum mit Fiberglas-Lichttrager, 13,5 cm

» Nasenspekulum nach HALLE-TIECK fur Kleinkinder 13 cm

» bakteriendichte Filter

* Augenuntersuchungsgestell

* Pulverinhalator der Fa. GTU

* Nasenadapter



19

e Computer
» Daisy-Lab Software zur Registrierung der Spannungskurve
*  Drucker HP-Deskjet
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2.1.2 Versuchsaufbau
Die Mef3einheit bestand aus einem hochohmigen Millivoltmeter (mV), das Uber einen

seriellen Ausgang mit einer Database verbunden wurde. Diese machte die ausgegebenen
Daten fUr die Datenbearbeitungssoftware Daisylab zuganglich, die eine Speicherung
und somit spatere Auswertung der Daten ermdglichte. Das Voltmeter wurde mit zwei
Silberchloridelektroden (AgCl) verkabelt, die in zwei mit 3-molarer Kaliumchlorid
(KCI)-Lo6sung gefillte Erlenmeyerkolben eingetaucht wurden. Die Kolben wurden mit
Hilfe von verdunstungsdichten Kunstoffstopfen, die Uber entsprechend vorgebohrte
Offnungen verfiigten, verschlossen. Die Agargelbriicken, welche ebenfalls mit 3-
molarer KCI-L6sung aufgeséttigt waren, verbanden diese Erlenmeyerkolben mit 100
ml-Flaschen, die isotone Natriumchlorid (NaCl)-Ldsung enthielten. Von dort aus gingen
weitere ,Gelbricken* (Kunststoffschlduche mit NaCl-Kochagar gefillt) zu zwei
Dreiwegehdhnen. Diese Dreiwegehdhne stellten das Verbindungsstiick zwischen
Mef3einheit und Untersuchungseinheit dar. An die zufihrenden Schenkel der Hahne
wurde von 50 ml-Injektomatspritzen Uber zwischengeschaltete Schlauche isotonische
Kochsalzlosung geleitet. Dies geschah auf Seiten der Mel3elektrode mit einer
FluRgeschwindigkeit von 5-7 ml/h, auf Seiten der Referenzelektrode hingegen mit 1-3
mi/h. Die abfuhrenden Schenkel der Dreiwegehdhne wurden auf Seiten der
Meflielektrode Uber einen Schlauch mit einer Kanile sowie mit einem extrem diinnen
Plastikschlauch verbunden. Die Referenzseite wurde mit einer kleinkalibrigen
Venenverweilkanlle, die subkutan plaziert wurde, konnektiert.

Der gesamte Versuchsaufbau geht auf Boucher zuriick [16] und ist in Abb. 3
schematisch und in Abb 4 photographisch dargestellt. Er wurde lediglich um die
Datenverarbeitung mittels Computer und Datashuttle sowie Daisy-Lab-Software

erweitert.
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Abb. 4. Photographische Darstellung des Versuchsaufbaus
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2.1.3 Herstellung der Agargelbriicken

Zur Herstellung der Gelbricken wird zunachst herkémmlicher Kochagar im
Mikrowellenherd erhitzt und dann zu jeweils gleichen Teilen mit 3-molarer KCI-Ldsung
bzw. physiologischer Kochsalzlésung vermischt. Diese Gemische werden in die U-
formigen Glasrohre bzw. die Plastikschlduche gefullt. Wahrend der Erkaltungsphase
von 24h wurden die Schlauche in die jeweiligen Elektrolytldsungen gelegt, um sie
vollig aufzusattigen.

Zur Funktionsiiberprifung werden die Agargelbriicken in die Erlenmeyerkolben
getaucht und miteinander verbunden. Zeigt das V oltmeter bei diesem Kurzschlul3 0 mvV
an, wird von korrekter Leitfahigkeit ausgegangen. Wird eine Spannung angezeigt, so ist
anzunehmen, dal3 Risse bzw. Luftblasen in den Gelbriicken vorliegen, die zu einer
Verminderung der Leitfahigkeit fihren.

Die Herstellung der Gelbriicken geht auf eine Freiburger Arbeitsgruppe zuriick [140].

2.1.4 Vorgehen bel der Messung

Als erstes wurde ein Nullabgleich vorgenommen, indem die Referenz- und die
Mef3elektrode kurzgeschlossen wurden. Dabei sollte keine Spannung auftreten. Kleine
Spannungsschwankungen von +/- 1 mV wurden akzeptiert und von der
Funktionstiichtigkeit der Elektroden ausgegangen. Im Falle grof3erer Schwankungen
wurde nach Luftblasen im System gesucht bzw. die Unversehrtheit der Gelbriicken
Uberprift. Im Anschluf3 daran wurde den Patienten der theoretische Hintergrund der
Messung ihrem Alter entsprechend mit Hilfe von Bildern erklart und auf die
Freiwilligkeit der Teilnahme explizit hingewiesen.

Danach wurde die Subkutanelektrode vorbereitet und am linken Oberarm des Patienten
eine kleine Hautstelle mit Hautdesinfektionsmittel bespriht. Die Einwirkzeit war
beendet, wenn der Feuchtglanz der Haut verschwunden war (ca. 30 s). Daraufhin wurde
eine kleinlumige Venenverweilkanile 24 G subkutan plaziert und nach dem Entfernen
der Metdlkanule mit Pflastern fixiert. Sodann wurde die Kanile mit isotoner
Kochsalzlosung luftblasenfrei geflllt und an die Referenzseite der Mel3einheit
konnektiert. Uber den Infusomaten wurde eine konstante Zufuhr von physiologischer

Kochsalzldsung mit einer FluRgeschwindigkeit von 1-3 ml/ Stunde gewéhrleistet. Diese
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subkutane Plazierung der Referenzelektrode an der AulRenseite des Oberarmes geht auf
Knowles zurlck [78].

Der Schlauch an der Mef3elektrode wurde ebenfalls mit isotoner Kochsalzlosung gefillt
und per Infusomat NaCl-Losung mit einer Flul3geschwindigkeit von 3-6 ml/ Stunde
nachinfundiert. Die unterschiedlichen Flul3geschwindigkeiten ergaben sich aus den
unterschiedlichen Volumen des Schlauches und der Venenverweilkanile [62,65].

Durch Anlegen der Mef3edektrode auf eine feuchte Stelle des Unterarms wurde
schliefdlich das gesamte System auf Luftblasenfreiheit Uberpriift, da nur dann eine

Spannungsdiffernz abgelesen werden konnte. Nun konnte die eigentliche Messung

beginnen:

Hierzu legte der Patient sein Kinn auf die an einem Tisch befestigte Kinnstiitze, um eine
madglichst ruhige Kopfhaltung zu erreichen. Die Kopfstellung war leicht rekliniert. Der
Versuchsaufbau erlaubte dem Untersucher, den Kopf des Patienten ebenso im Blickfeld
zu haben wie das Voltmeter. Mit dem an die Kaltlichtquelle angeschlossenem
Nasenspekulum spreizte der Untersucher mit der linken Hand das V estibulum nasi und
verschaffte sich einen ersten anatomischen Uberblick. Die Kaltlichtquelle war so
eingestellt, dal? die untere Nasenmuschel gut ausgeleuchtet wurde. Zur PD-Messung
wurde die Mef3elektrode unter die untere Nasenmuschel geschoben und unter standigem
Kontakt mit der Schleimhaut solange an deren Dach entlang geschoben, bis der
Maximalwert der PD abzulesen war. Der Ort der maximalen PD befand sich meist ca. 3-
4 cm von der Offnung der Nase entfernt und war fur den Untersucher nicht einsehbar
(vgl. Abb. 5). Ziel der Messungen war es, den Maximalwert Uber mindestens 5 s
konstant zu halten, um mdglichst verlal3dliche Ergebnisse zu erhalten. Der theoretische
Bereich der Mel3werte liegt bei dieser Methode zwischen —100 und 0 mV. Wichen die
Ergebnisse eines Probanden in der vorliegenden Untersuchung davon ab, war davon
auszugehen, dal3 sich entweder Luftblasen im System befanden oder die Mef3elektrode
den Kontakt zur Nasenschleimhaut verloren hatte. Diese Werte konnten
dementsprechend auch nicht reproduziert werden, und die Messung wurde wiederholt.
Es wurden jeweils zwei Messungen in jedem Nasenloch durchgefiihrt, wobei der
Mittelwert aus den beiden Messungen registriert wurde. Ziel der zweiten Messung im

jeweiligen Nasenloch war es, den Maximalwert der ersten Messung mdglichst gut zu
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reproduzieren. Gelang dies nicht, wurden weitere Messungen im jeweiligen Nasenloch
vorgenommen, bis ein Mef3ergebnis reproduziert werden konnte.

Die Dokumentation einer PD-Messung bei einem CF-Patienten mittels Daisy Lab ist
exemplarisch in Abb. 6 dargestellt.
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2.2 Vergleich von ver schiedenen M ethoden zur CF-Diagnostik

In der CF-Diagnostik haben neben dem weiterhin entscheidenden klinischen Bild
mehrere  Mef3parameter eine wichtige Bedeutung erlangt. Dies sind die
Kochsalzkonzentration im Schweil3, die Elastase 1-Konzentration im Stuhl als Hinweis
auf eine Pankreasinsuffizienz und die DNA-Diagnostik. Im folgenden sollen diese

diagnostischen Verfahren mit der PD-Messung verglichen werden.

2.2.1 lontophorese

Die initial am haufigsten eingesetzte Methode zur Mukoviszidose-Diagnostik ist die
lontophorese. Hierbei wird der Schweil3 nach verschiedenen Methoden auf seinen
Natrium- und/oder Chloridgehalt Uberprift.

2211 M ethode
In der Kinderklinik der JLU-Gief3en wird die lontophorese mit einem Cystic Fibrosis

Analyzer der Fa. Heinen und Léwenstein Medizintechnik vorgenommen. Dieser Test
wird im Labor der Kinderklinik von Medizinisch-technischen Asistenten durchgefiihrt.

Mit dem CF-Analyzer wird die Schweil3sekretion mittels positiver Pilokarpin-Nitrat-
lonen auf einer kleinen Hautstelle induziert. Dazu wird eine Elektrode mit 0,5
prozentiger Pilokarpin-Nitrat-Lésung (positive Losung) getrankt und auf einer
haarlosen Stelle der Volarseite des Unterarms angebracht. Auf der gegentiberliegenden
Seite wird eine Elektrode befestigt, die mit 1,0 prozentiger Natrium-Nitrat-L6sung
(negative Losung) getrankt ist. Beide Elektroden werden mit einem Gummiband auf der
Haut fixiert und anschlief3end zur Durchfiihrung der lontophorese an den Cystic
Fibrosis Analyzer angeschlossen. Dabei kann ein leicht stechendes Gefuihl entstehen,
das durch Reduzierung der Stromstérke vermindert werden kann. Nach 5 Minuten
werden die Elektroden abgenommen, und es zeigt sich auf der Haut dort, wo sich die
positive Loésung befand, ein ca. 2,5 cm grofer roter Fleck. Diese Stelle wird nun
grundlich mit destilliertem Wasser abgewaschen und trockengerieben. Sofort nach dem
Trockenreiben wird ein kleines Schweil3auffangschélchen auf die rote Zone gelegt und
festgebunden, um ein Verdunsten des SchweilRes zu verhindern. Die Innenseite darf
aufgrund der Kontaminationsgefahr vom Untersucher nicht bertihrt werden. Nach einer
Sammelzeit von ca. 15 Minuten wird das Schélchen abgenommen und dabei Uber die
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|ontophoresezone geschabt, damit der Schweil3 in das Schélchen gelangt und die durch
Verdunstung entstandenen Salze sich wieder auflésen. Der Schweild wird mit nicht
heparinisierten Mikro-Hamatokrit-Réhrchen aus dem Schélchen herausgezogen und in
ein Kapillarrohrchen umgeleitet, wobei darauf zu achten ist, dal3 keinerlei Luftblasen
entstehen. Dieses Kapillarrohrchen wird in den Kapillarhalter des Cystic Fibrosis
Analyzer gebracht, der den Natriumchloridgehalt des SchweilRes in Millidquivalent pro
Liter (mEg/l) anzeigt. Die Elektrolyt-Konzentration des Schweil3es wird beeinfluf3t
durch das Alter des Probanden und den Umfang der Schweif3absonderung.

2212 Grenzwerte

Eine eindeutig pathologische lontophorese liegt nach Erfahrungen am Zentrum fir
Kinderheilkunde Gief3en bei Werten tGber 100 mEg/l vor, der Grenzbereich liegt
zwischen 80 und 100 mEg/l. Werte unter 80 mEq/l befinden sich also im
Normalbereich. Die normale Elekrolytkonzentration (NaCl) eines 10-jahrigen liegt
beispielsweise durchschnittlich bei 33 mEg/I.
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2.2.2 Elastase 1-Bestimmung

2221 M ethode

Um die Pankreasinsuffizienz festzustellen, wird an der Universitésklinik Gief3en
vorzugsweise die fakale pankreatische Elastase 1 bestimmt, deren Konzentration die
exokrine Pankreasfunktion widerspiegelt. Elastase 1 ist absolut pankreasspezifisch und
darmstabil. Sie korreliert hoch mit dem Goldstandard (dem invasiven Sekretin-
Pankreozymintest) [95,125]. Die Substitutionstherapie hat keinen Einflul3 auf das
Testergebnis. Die Sensitivitdét und Spezifitdt fur die Diagnose einer exokrinen
Pankreasinsuffizienz liegt bel Uber 90 % [95,125]. Das Testprinzip basiert auf einer
ELISA-Palette, die mit einem monoklonalen Antikorper beschichtet ist, der nur humane
pankreatische Elastase erkennt. Elastase 1 wird durch Bindung an diese Antikorper
immobilisiert. Anschlief3end erfolgt eine Inkubation mit einem zweiten monoklonalen
Antikorper gegen die Elastase 1. Dieser Antikorper ist mit Biotin markiert und reagiert
in der ndchsten Inkubation mit dem Konjugat von Peroxidase und Streptavidin. Die
Peroxidase ihrerseits ist in der Lage, das Substrat ABTS zu oxidieren. Oxidiertes ABTS
wird anschlief3end photometrisch bestimmt.

Als Probenmaterial genligt eine erbsengrol3e, geformte Stuhlprobe oder Duodenal saft.
Der Stuhl wird extrahiert und verdiinnt, Duodenal saft lediglich verdinnt.

2222 Grenzwerte

Die normale Referenzkonzentration im Stuhl fUr die pankreatische Elastase 1 betragt
200 bis >500 ug E1/ g Stuhl. Eine mittlere bis leichte Insuffizienz liegt vor, wenn der
Elastase 1-Wert zwischen 100-200 pg E1/g Stuhl liegt. Liegt der Wert unter 100 pg
E1/g Stuhl, so liegt eine schwere Pankreasinsuffizienz vor (Grenzwerte entnommen aus
dem Testkit von ScheBo Tech GmbH, Natanystr. 3, D-35394 Giefien).

Bei pathologischen Elastasekonzentrationen in ungeformten Stuhlproben sollte eine
erneute geformte Stuhlprobe angefordert werden. Die Stuhlanalyse wird dann in
Hinblick auf Fettgehalt mittels NIRA (Nahinfrarotspektroskopie) erganzt.
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2.2.3 DNA-Diagnostik

Die DNA-Diagnostik ist zwar die teuerste, aber — bei positivem Ergebnis - die
aussagekraftigste diagnostische Mal3nahme, da dann keine Zweifel an der Diagnose CF
bestehen bleiben.

2231 M ethode

Seit 1997 wird in Giel3en ein Kit fir 31 verschiedene Mutationen angewendet (OLA-
Kit, Fa. Applied Biosystems).

Dazu missen zuerst Leukozyten prapariert werden. Diese werden aus Vollblut separiert
und gereinigt. Die so gewonnen Leukozyten werden bei —20°C eingefroren. Zur DNA-
Extraktion werden die Leukozyten aufgetaut und mit einem Proteinase K-Gemisch Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

Nach Zugabe von Ethanol wird die Zellsuspension mit einem Photometer gemessen und
aus dem Wert die DNA-Menge berechnet.

Danach wird eine bestimmte Menge der Zellsuspension mit Puffer und agua dest. auf
97° C erhitzt und wieder auf 4 ° C abgekuhlt. An den so gewonnen Proben wird nun

nach weiteren Vorbereitungen die Sequenzierung durchgefihrt.



2.2.3.2

M utationstypen
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Auflistung der 31 Mutationen, die erfasst werden:

AF508
Q493X
1717-1G—A
G551D
R560T
S549N
3894-4A—G
3659delC
3905insT
G85E

R117H
711+1G—>T
R347P
R334W
1898+1G—A
2789+5G—A

A1507
V520F
G542X
R553X
S549S

3849+10kbC—T

R1162X
W1282X
N1303K
621+1G—>T
Y 122X
1078del T
R347H
A455E
2183AA—-G
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2.2.4 PD-Messung: Sensitivitdt und Spezifitét

Um die Bedeutung der Potentialdifferenz als diagnostisches Verfahren einschétzen zu
konnen, interessiert zunéchst einmal die Sensitivitét und die Spezifitét der Messung.

Zur Bestimmung der Sensitivitdt wurden die jeweils ersten Mel3ergebnisse der
Mukoviszidosepatienten in Gief3en ausgewertet. Zur Bestimmung der Spezifitdt wurden

die Messungen an gesunden Kontrollpersonen ausgewertet(s. Kap. 2.5.1)
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Kaltluftergometrie

2.3.1 Material

Zusétzlich zu dem schon oben beschriebenen Material fur die Durchfihrung der
Potentialdifferenzmessung wurden folgende Materialien benttigt:

» Computerfahrradergometer ER 800 der Firma Erich Jaeger

* Respiratory Heat Exchange System der Firma Erich Jaeger

*  Gummimaske

* Pulsoxymeter

2.3.2 Durchfiihrung

Die Probanden wurden zunéchst mit Hilfe des Fahrradergometers fir eine Minute mit 1
Watt pro Kilogramm Korpergewicht belastet und danach fir vier Minuten mit 2 Watt/kg
belastet. Die Herzfrequenz und die O2-Séttigung (SO2) wurden pulsoximetrisch
Uberwacht. Stieg der Puls auf tGber 180/min bzw. sank die SO2 unter 92 % oder hatte
der Proband deutliche Anzeichen von Atemnot, so wurde der Versuch sicherheitshalber
abgebrochen. Vor und nach der Fahrradergometrie wurde jeweils die Potentialdifferenz
registriert. Bei einer Anderung der PD von > 7 % gingen wir von einem signifikanten
Anstieg bzw. einem Abfall aus [63]. Bei der Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition
wurde den Probanden zusdtzlich Uber eine Gesichtsmaske 5°C aus dem o.g.
Kaltluftaggregat der Fa. Jaeger kalte Atemluft zugefihrt.
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2.4 Pilotstudie zur Wirksamkeit von Amiloridpulver

2.4.1 Material

Zusétzlich zu dem fur die Messung der Potentialdifferenz benétigten Material wurde im
Rahmen der Pilotstudie ein MAG-Haler (MAG= mechanical aerosol generator) mit
einem Nasenadapter eingesetzt (Abb.7, 8). Der MAG-Haler wird von der Gesellschaft
fur Gesundheit und Umwelt produziert (GGU). Er enthélt in einen Medikamentenblock
geprefdtes Amilorid, von dem durch Rotation einer Stirnfrase Aerosol abgerieben wird.
Die GrofR3e der freigesetzten Partikel liegt groftenteils (95%) zwischen 0,63 und 5,4 um.
Die zur kompakten Ringform geprefdte Amiloridtablette ist in einem austauschbaren
Mundstiick auf einem gefederten Tablettenhalter befestigt. Der MAG-Haler kann durch
Dricken eines Startknopfes vom Patienten bei Bedarf in Betrieb genommen werden.
Ein wesentlicher Vorteil der MAG-Haler—Inhalation besteht in der relativ geringen
AtemfluRabhangigkeit. Dieses Prinzip der Trockeninhalation wurde bereits von
mehreren Gruppen untersucht [31,86,160].

Amilorid (chemisch N-amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid) ist ein
Natriumkanalblocker, der an der apikalen Membran den bei CF-Patienten erhthten
Natriumeinstrom blockiert. Die Blockade der Natriumkanéle erfolgt kompetitiv und ist
relativ schnell reversibel [73]. Der genaue Blockademechanismus und die exakte
Bindungsstelle fur das Amilorid sind noch ungeklért. Amilorid ist zugelassen als
kaliumsparendes Diuretikum, welches allerdings aufgrund der schwachen Wirkung nur
als Kombinationspraparat eingesetzt wird [66,73]. In Giel3en und von einigen anderen
Arbeitsgruppen wird Amilorid bei CF-Patienten zur Inhalationstherapie eingesetzt. Die
Patienten berichten Uber eine Erleichterung der Sekretexpektoration. Diese subjektiven
Erfahrungen wurden durch Hofmann objektiviert, der eine erhthte Menge abgehusteten
Sekrets feststellen konnte [62]. Es kommt durch Amilorid zu einer Abnahme der
Viskositét des Sekrets, die mukozilidre Clearance wird verbessert [7,16,76,85,92,99].
AuRRerdem wird Amilorid eine antimikrobielle Wirkung zugeschrieben [20].

Ein wesentlicher Vorteil der MAG-Haler—Inhalation besteht in der relativ geringen
AtemfluRabhangigkeit. Dieses Prinzip der Trockeninhalation wurde bereits von
mehreren Gruppen untersucht [31,86,160].
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Abb. 7. MAG-Haler mit Ringtablette (siehe Pfeil)

™ g

Abb. 8: Schematische Darstellung des Pulverinhalators
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2.4.2 Durchfiihrung

Im Anschlul? an die nasale Applikation von 3 bzw. 6 Hub Amiloridpulver wurde in
halbstiindlichem Abstdnden nasale Potentialdifferenzmessungen durchgefihrt, um die
Wirkungsdauer zu ermitteln. Die Patienten durften in dieser Zeit nicht die Nase putzen,
um eine Amiloridelimination auf diese Weise zu verhindern. Die Messung wurde
beendet, wenn der Ausgangswert +/- 10 % erreicht wurde. Die Messungen wurden in

ein Zeitdiagramm eingetragen.
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2.5 Unter suchungskollektiv

Das Patientenkollektiv rekrutierte sich aus der Mukoviszidose-Ambulanz der
Kinderklink der Justus-Liebig-Universitdt Giel3en, aus der Erwachsenenambulanz der
Lungenklinik Seltersberg der JLU Gief3en sowie vereinzelt auch aus stationaren CF-
Patienten beider Abteilungen. Es wurde keine Selektion der Patienten vorgenommen.
Nur die jeweilige initiale Potentialdifferenzmessung der Patienten wurde in die Statistik
einbezogen, um eine Vergleichbarkeit der Daten zu gewdhrleisten. Dies bedeutet, dal3
die PD-Messung teilweise vor der Diagnosestellung stattgefunden hat.

Das Vergleichskollektiv rekrutierte sich aus Patienten der pneumologischen Ambulanz
(vorwiegend Asthmatiker) und aus Studenten der Universitdt Gief3en. Bei den Gesunden
wurde darauf geachtet, dal3 keine Rhinitis oder eine Polyposis nasi vorlag.

Alle PD-Messungen erfolgten mit Genehmigung der Ethikkommision nach
Zustimmung der Probanden beziehungsweise der Eltern der Probanden. Die Messungen

wurden bei Patienten im Alter < 18 Jahren in Anwesenheit der Eltern durchgefihrt.
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2.5.1 Sensitivitats- und Spezifitatsbestimmung

Es wurden 136 CF-Patienten im Alter von 1 Woche bis 54 Jahren (Durchschnittsalter:
16,2 Jahre) untersucht. Davon waren 68 weiblich und 68 mannlich. Es wurden jeweils
die Ergebnisse der ersten Messungen verwendet. Im Vergleich dazu wurden 352
gesunde Kontrollpersonen im Alter von 1 Monat bis 87 Jahren (Durchschnittsalter: 13,0
Jahre) untersucht. Davon waren 154 weiblich und 198 méannlich. Auch hier wurden nur

die jeweils ersten Messungen verwendet.

Tab. 1: Patientenkollektive der ver schiedenen Unter suchungen

Versuch n Altersrange @-Alter | Mannl. | Weibl.
Sens. 136 1Wo.-54J. 16,2 68 68
Spez. 352 1 Mo.- 87 J. 13,0 198 154

Schweil3 | 103 1Wo.-54J. 16,0 51 52

Pankinsuff. | 82 1Wo.-54J. 15,8 41 41

Gentest | 102 1Wo.-54J. 16,3 54 438

Ergo/CF | 41 8J.-38J 18,4 22 19

Ergo/ges. | 66 7J-420. 23,2 38 28

Kalt/CF 18 13J-29J. 18,8 10

Kalt/ges. | 20 7J-29J 20,8 16

Amilorid | 76 8J.-31J 20,8 36 40

2.5.2 Vergleich Potentialdifferenzmessung — I ontophor ese

Dieses Untersuchungskollektiv ist eine Untergruppe des Kollektives der Sensitivitéts-
und Spezifitétsbestimmung. Es wurden alle Patienten berticksichtigt, bei denen ein
Schweil3testergebnis bekannt war. Dies war bei 103 Patienten im Alter von 1 Woche bis
54 Jahren der Fall (Durchschnittsalter: 16,0 Jahre), davon 52 weibliche und 51

mannliche Personen.
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2.5.3 Vergleich Potentialdifferenzmessung — Elastase 1-Bestimmung

Auch die CF-Patienten aus dieser Untersuchung rekrutierten sich aus dem ersten
Untersuchungskollektiv. Es handelte sich in diesem Fall um 82 Patienten mit derselben
Altersspanne (Durchschnittsalter: 15,8 Jahre). Darunter waren 41 mannliche und 41

weibliche Patienten.

2.5.4 Vergleich Potentialdifferenzmessung — Gentest

Das letzte vergleichende Untersuchungskollektiv setzte sich ebenfalls aus einer
Untergruppe des ersten Kollektivs zusammen. Hier lag bei 102 Patienten ein Gentest
vor. Davon waren 48 weiblich und 54 mannlich. Das Durchschnittsalter betrug 16,3

Jahre, die Altersspannweite blieb gleich.

2.5.5 Fahrradergometrische Untersuchungen

Um eventuelle Veranderungen der PD durch die Fahrradergometrie festzustellen,
wurden 41 Messungen an CF-Patienten vorgenommen. Das Alter der Versuchspersonen
variierte zwischen 8 und 38 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 18,4 Jahren.
Davon wurden 19 Messungen an weiblichen CF-Patienten vorgenommen und 22
Messungen an mannlichen. Es wurde darauf geachtet, dai3 die Patienten korperlich in
der Lage waren, die Belastungen durchzustehen. Falls sich grofiere Atembeschwerden
wahrend des Versuches zeigten, wurde der Versuch abgebrochen. An Kontrollpersonen
wurden 66 Messungen vorgenommen, davon 28 Messungen an weiblichen und 38
Messungen an mannlichen Personen. Diese freiwilligen Kontrollpersonen waren
zwischen 7 und 42 Jahren alt mit einem Durchschnittsalter von 23,2 Jahren.
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2.5.6 Kaltluftexposition und Fahrradergometrie

Die Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition ist relativ belastend fir die Probanten.
Dementsprechend wurden bei dieser Studie nur 18 Messungen an CF-Patienten
vorgenommen. Das Alter der Probanden lag zwischen 13 und 29 Jahren mit einem
Durchschnittsalter von 18,8 Jahren. Es wurden acht Messungen an weiblichen und zehn
Messungen an mannlichen CF-Patienten vorgenommen. In der Kontrollgruppe wurden
20 Messungen durchgeftihrt. Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe lag bei 20,8
Jahren mit einer Spannweite von 7 bis 29 Jahren. In der Kontrollgruppe wurden 4

Messungen an weiblichen und 16 Messungen an mannlichen Personen vorgenommen.

2.5.7 Amilorid in Pulverform

Zur Prufung der klinischen Wirksamkeit wurde 42 CF-Patienten 1, 2, 3 oder 6 Hub
Pulveramilorid verabreicht. Die Zuteilung zu den einzelnen Gruppen erfolgte nach dem
Zufallsprinzip. Die Potentialdifferenz wurde vor und nach Verabreichung des Amilorids
registriert.

Daraus ergab sich folgendes Verteilungsmuster:

Tab. 2: Gruppeneinteilung der Patienten im Rahmen der Pulveramiloridunter suchung

n Altersrange Durchschnittsalter
Gruppe 1 (1 Hub): 22 Messungen 9-33 Jahre 21,4 Jahre
Gruppe 2 (2 Hub): 20 Messungen 9-38 Jahre 20,8 Jahre
Gruppe 3 (3 Hub): 22 Messungen 8-38 Jahre 22,6 Jahre
Gruppe 4 (6 Hub): 12 Messungen 9-26 Jahre 16,3 Jahre
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2.6 Statistische M ethoden

Es wurden die Ublichen Methoden der deskriptiven und Inferenzstatistik angewendet.
Bedeutung der Symbole bzw. Abklrzungen:

n: Stichprobenumfang, d.h. die Anzahl der Messungen bzw. die Anzahl der
Probanden, die getestet wurden.

X: Mittelwert einer Stichprobe

S Standardabweichung

DAM: durchschnittliche Abweichung vom Mittel

Med.: Median

Min: Minimalwert
Max:  Maximawert
Range: Maximal- und Minimalwert

p: Irrtumswahrscheinlichkeit fir den Fehler erster Art

Folgende Formeln wurden zur Berechnung der Sensitivitdt bzw. der Spezifitat benutzt:
Sensitivitét: Richtig erkannte Kranke / Gesamtzahl der Kranken (in Prozent)

Spezifitéat: Richtig erkannte Gesunde / Gesamtzahl der Gesunden (in Prozent)

Die statistischen Wahrscheinlichkeiten wurden mit dem t-Test flr abhéngige bzw.
unabhéngige Stichproben und mit dem Wilcoxon Rangsummentest ermittelt.

Zur grafischen Darstellung und Auswertung der Daten wurden die Statistikprogramme
Microsoft Excel 97 und SPSS fur Windows Ver. 6.1.3 von SPSS Inc. genutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich zwischen Potentialdiffer enzmessung und ver schiedenen

diagnostischen M ethoden
Ziel der Untersuchungen war es, die Wertigkeit der Potentialdifferenzmessung
einzuschétzen. Aus diesem Grund wurde die PD-Messung mit anderen gebrauchlichen

Methoden im Hinblick auf ihre Aussagekraft verglichen.

3.1.1 Sollwertbereich Gesunder, M el3wertbereich von CF-Patienten

Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit an 352 Gesunden und 136 CF-Patienten
erhobenen Mel3werten leitet sich der in der Tabelle angegebene Sollwertbereich fir
Gesunde und der Mef3wertbereich fur CF-Patienten ab (vgl. Abb. 9 a,b).

Tab. 3: MeRwerte der Potentialdifferenz bei Gesunden und CF-Patienten.

X (mV) S DAM Min (mV) Max (mV)
Gesunde -29,1 9,8 8,1 -8 -57
CF-Pat. -55,9 15,5 12 -9 -103

Anhand des Histogramms mit eingezeichneter Normalverteilung in Abbildung 9b 183t
sich erkennen, da3 die Werte normalverteilt sind. Ein  Wert der
Potentialdifferenzmessung von groRer as —45 mV (Mittelwert + 2 DAM) wurde
aufgrund von Erfahrungen am Zentrum fur Kinderheilkunde JLU Gief3en als
pathologisch eingestuft, wahrend ein Ergebnis von -35 mV bis —45 mV als
grenzwertiger Befund eingestuft wurde. Lag das Ergebnis unter =35 mV, gingen die

Untersucher von einem negativen Testergebnis aus.

Zwar fallt die nasale Potentialdifferenz der CF-Patienten im Mittel um 27,9 mV groler
aus als bei Gesunden. Allerdings ist der Uberlappungsbereich erheblich, da die
Spannweite der Gesunden von -8 bis -57 mV, digjenige der CF-Patienten von -9 bis —
103 mV reicht. Fur die nachfolgenden Berechnungen wurde der fir Gesunde berechnete

Grenzwert X + 2 DAM zugrundegelegt : -45mV.
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3.1.2 lontophorese und Potentialdiffer enzmessung unter

Ruhebedingungen
Bei der Potentialdifferenzmessung ergab sich ein Mittelwert bei CF-Patienten von -55,9
mV mit einer Standardabweichung von 15,2. Die Spannweite betrug -9 mV bis -103
mV. Die Beurteilungskriterien fir die SchweilRanalyse sind Abschnitt 2.2.1.2 zu
entnehmen.
Die Potentialdifferenzmessung lieferte nach den o.g. Kriterien in 76 % pathologische
Ergebnisse (siehe Abb. 10), wohingegen die lontophorese nur in 65 % mit
pathologischen Werten einherging (Abb. 11). Die grenzwertigen Befunde entsprechen
sich bei beiden Verfahren mit jeweils 17 %. Die negativen Befunde unterscheiden sich
wieder um 11 % (7 % bei der Potentialdifferenzmessung im Vergleich zu 18 % bei der
| ontophoreseuntersuchung).
Berticksichtigt man in der Beurteilung beide M ef3verfahren, so erkennt man, dal3 bei 4%
der Patienten sowohl die Potentialdifferenzmessung als auch die lontophorese zu einem
negativen Ergebnis kam, das bedeutet eine Verbesserung der Diagnosestellung von 78%
auf 96%, also um 18%. Die Prozentzahl der Patienten, bei denen nicht mindestens ein
Parameter eindeutig pathologisch war, betrégt 12 %, was einer Verbesserung von 65%
auf 88 %, also um 23 % bedeutet (vgl. Abb. 11).
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3.1.3 Potentialdifferenzmessungen und Elastasebestimmungen im
Stuhl

Nach den in Abschnitt 2.2.2.2 angegebenen Kriterien erbrachte die Elastasebestimmung
bei 70% der Patienten einen pathologischen Befund, bei 8 % ein grenzwertiges
Ergebnis; bei 22 % der Patienten lag keine Pankreasinsuffizienz vor (Abb.13). Die
zusdtzliche Berlicksichtigung der PD-Messung verbessert die Diagnosestellung von
78% auf 97%, also um 19%. Bei 3 % der Patienten war das Resultat der
Potentialdifferenzmessung negativ und eine Pankreasinsuffizienz nicht nachweisbar.
Bel Kombination beider Methoden ist nur noch bei 11 % der Patienten nicht mindestens
ein Parameter eindeutig pathologisch (Verbesserung von 70% auf 89%). (vgl. Abb. 14)
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Abb. 13,14: Ergebnisse Elastasel- Bestimmung, Vergleich Elastase 1/ PD-Messung

Abb. 13

W Elastase 1 pathologisch
M Elastase 1 grenzwertig
Elastase 1 nicht path.

8%

Abb. 14

5% 1% 3%

4% EPD + Pl +
BPD + Pl gr.
aOPD + PI -
OPD gr. Pl +
EPDgr. Pl gr.
apPD gr. PI -
EPD-PI+
OPD - Pl gr.
579% MPD - PI -
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3.1.4 Potentialdifferenzmessung und DNA-Analysen

Bei den Genuntersuchungen wurde der Gentest als positiv bewertet, wenn zwei CFTR-
Mutationen vorlagen. Wurde nur eine Mutation identifiziert, wurde von einem
Heterozygotenstatus gesprochen. Um einen Vergleich mit den anderen Parametern zu
ermdglichen, wurde dieser Befund als grenzwertig bezeichnet. Wurde kein Gen
gefunden, galt der Test als negativ.

Auf der Basis der verschiedenen Test-Kits wurden bei 58 % der Petienten beide
Mutationen identifiziert und bei 24 % der Patienten 1 Allel identifiziert (vgl. Abb.15).
In der Kombination mit der Potentialdifferenz verbessert sich die Diagnostikratevon
72 % auf 98 %, also um 26%. Nur bei 2 % der Patienten waren beide Untersuchungen
negativ. Bei 11 % der Patienten war mindestens ein Test nicht pathologisch, was einer
V erbesserung von 58 % auf 89 % entspricht (vgl. Abb. 16).

Abb. 15: Gendiagnostik bei CF-Patienten

E 2 Gene identifiziert
B 1 Gen identifiziert
Okein Gen identifiziert
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3.2 Sensitivitat und Spezifiat der Potentialdifferenzmessung

Die Sensitivitdt und Spezifitdt eines diagnostischen Verfahrens hangen von der
Festsetzung eines Grenzwertes ab. Je hoher dieser Grenzwert bei der Potentialdifferenz
(PD) angesetzt wird, um so spezifischer wird der Test. Gleichzeitig verliert der Test an
Sensitivitét.

Dementsprechend wurden die Spezifitdét und Sensitivitdt fir drei verschiedene
Grenzwerte berechnet. Zur Entscheidung, ob ein Patient als CF-Patient zu gelten hat,
wurden klinische Gesichtspunkte und auch alle zur Verfigung stehenden Befunde

briicksichtigt.

Grenzwert 40 mV:
Sengitivitét: 124 von 136 Patienten korrekt erkannt > 91,2%
Spezifitét: 289 von 352 Kontrollpersonen korrekt erkannt » 82,1%

Grenzwert 45 mV:
Sengitivitét: 104 von 136 Patienten korrekt erkannt > 76,4 %
Spezifitét: 328 von 352 Kontrollpersonen korrekt erkannt » 93,2%

Grenzwert 50 mV:
Sengitivitét: 89 von 136 Patienten korrekt erkannt » 65,5 %
Spezifitét: 344 von 352 Kontrollpersonen korrekt erkannt » 97,7%
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3.3Veranderungen der Potentialdifferenzmessung unter Einwirkung

der Fahrradergometrie.
Fragestellung dieser Untersuchung war, welchen Einfluld kdrperliche Belastung auf die
nasale Potentialdifferenz hat. Um dies herauszufinden, wurde die Potentialdifferenz vor
und nach einer fahrradergometrischen Belastung registriert. Diese Messungen wurden

sowohl bei CF-Patienten , als auch bei gesunden Freiwilligen vorgenommen.

3.3.1 Potentialdifferenzmesungen bei Gesunden vor und nach der

Fahrradergometrie
Vor und nach der Fahrradergometrie gesunder Probanden (n=66) wurden jeweils 2
Potentialdifferenzmessungen durchgefiihrt, aus denen der Mittelwert berechnet wurde.
Vor der Ergometrie fand sich fir gesunde Probanten ein Mittelwert von —25,7 mV mit
einer Standardabweichung von 9,2 mV und einer mittleren Abweichung vom Mittel von
7,1. Die Spannweite betrug —10,5 mV bis —46 mV. Schon in den Basalwerten erkennt
man eine leichte Uberlappung mit dem pathologischen Bereich (s.0.).
Der Mittelwert nach der Fahrradergometrie betrug -31,1 mV mit einer
Standardabweichung von 9,9 mV und einer mittleren Abweichung vom Mittel von 8,4
(vgl. Abb. 17). Wie in Abschnitt 2.3.2 erlautert geht man bei einer Anderung von > 7%
von einem signifikanten Anstieg bzw. einem Abfall aus.
Bei Betrachtung der einzelnen Werte fallt bei 5 Messungen ein Absinken der PD auf,
bei 21 Messungen bleibt die PD weitestgehend unverandert, wahrend bei 40 Messungen
ein Anstieg zu verzeichnen ist (Abb. 19).
Die Spannweite der Potentialdifferenz nach der Ergometrie betrug —12,5 bis-53 mV.

Bei diesen Werten fallt auf, da die Uberschneidung mit dem pathologischen Bereich
noch deutlicher ist als unter Ruhebedingungen. Vor der Ergometrie liegen von ingesamt
66 Messungen nur 2 Messungen im pathologischen Bereich und 8 Messungen im
Grenzbereich. Nach der Ergometrie liegen jedoch 7 im pathologischen und 18 im
Grenzbereich. Dies it eine deutliche Verschiebung in den pathologischen Bereich nach
Fahrradergometrie.



53

Berechnet man die prozentuale Anderung der Potentialdifferenz so kommt man zu
folgendem Ergebnis (vgl. Abb. 18): Bei 8 % der Probanden ist ein Absinken der PD zu
sehen, bei 32 % keine Anderung und bei 60 % ist ein Anstieg zu erkennen. Der Anstieg
insgesamt ist signifikant mit einem p < 0.001. Die prozentualen Anderungen der
einzelnen Probanten ist in Abb. 19 dargestellt. Der ,Drift“ zu einer héheren PD wird

dadurch veranschaulicht.
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3.3.2 Potentialdifferenzmessungen bei CF-Patienten vor und nach der

Fahrradergometrie
Bei den CF-Patienten ergab sich vor der Fahrradergometrie ein Mittelwert von —48,4
mV mit einer Standardabweichung von 13,9 mV. Die Spannweite betrug —22 mV bis
—92,5 mV. Eine Uberlappung in den gesunden Bereich ist auch bei diesem Kollektiv
erkennbar (Tab.4).
Nach der Fahrradergometrie betrug der Mittelwert -47,4 mV  mit einer
Standardabweichung von 17,1 mV (vgl. Abb. 20). Die Spannweite nach der Ergometrie
betrug —21 bis —91,5 mV. Es fallt auf, dal3 sich weder Mittelwert noch die Spannweite
signifikant geéndert haben (p = 0,3). Dasselbe bemerkt man auch bei einer Betrachtung
der Einzelmessungen, wo sowohl ansteigende als auch gleichbleibende und abfallende
Mef3paare zu sehen sind (Abb.22)
Die Anderung der Potentialdifferenz (um > 7%) ist in Abb. 21 dargestellt. Bei den CF-
Patienten zeigt 39 % einen Abfall um mehr als 7 %, bel 20 % &nderte sich die
Potentialdifferenz nicht und bei 41 % stieg die Potentialdifferenz an (vgl. Abb. 21). .
Aus diesen Resultaten 183t sich ein prinzipiell anderes PD-Verhalten als bei gesunden
Probanden ableiten (vgl. Tab. 4).

Tab. 4: PD vor und nach Fahrradergometrie von Gesunden und CF-Patienten

x (mV) S DAM Min.(mV) | Max. (mV)
Gesunde vor Ergo (n=66) -27,5 9,2 7,1 -10,5 -46,0
Gesunde nach Ergo -31,1 9,9 8,4 -125 -53,0
CF-Pat. vor Ergo (n=41) -48,4 13,9 10,4 -22 -92,5
CF-Pat. nach Ergo -47,4 17,1 13,6 -21 -91,5




58

0613 yoeu anama1IN

0613 10A alIaMIBNIN

vl - »

<« /E'8Y -

OT-

0c¢-

0G-

09-

0Z-

08-

(Aw) ad

(TP=u) ususITed-42 IBQ (BIUIT) YA »Rleddop pun (xog) VA Hw aliPBWOob I3 yJeu pun JoA31BM-Ad 02 ‘aqV



59

%02
puaqialqyois|b

14%

%6¢€
Bansuy

Ireiqv

usjualred-49 1aq alawobiz yoinp usbunispuy ajuexqyiubis Tz qqy



%0009~

%000t~

%0002~

%000

%0002

%000t

%0009

uaxuely-49 19q aldwobig younp Bunsssn-ad Jep Buniepuy 2z qaqy



61

3.4 Veranderungen der Potentialdiffer enzmessung unter

Kaltluftexposition wahrend Fahrradergometrie

Anhand dieser Untersuchung sollte geklart werden, in wie weit sich die gezeigten
Anderungen der Potentialdifferenzmessung auch unter einem unspezifischem Stimulus
wie Einwirkung kalter Luft reproduzieren lassen. Dazu wurde die Fahrradergometrie

mit einer Kaltluftexposition tber eine Gesichtsmaske kombiniert.

3.4.1 Potentialdifferenzmessungen bei Gesunden vor und nach der

Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition

Wie Abbildung 23 verdeutlicht, ergab sich bei den Gesunden bei der Ausgangsmessung
ein Mittelwert von —25,5 mV mit einer Standardabweichung von 7,3 mV und einer
mittleren Abweichung vom Mittel von 6,2 mV. Die Spannweite betrug —13,5 mV bis—
38 mV. Nach der Fahrradergometrie betrug der Mittelwert —25,25 mV mit einer
Standardabweichung von 7,39 mV. Die Spannweite nach der Ergometrie betrug -9 bis—
36,5 mV (Tah.5). Die Veranderung betrug im Mittel lediglich 0,2 mV.

Die Anderung der Potentialdifferenz beim einzelnen Probanten (> 7%) ist in Abb.23
dargestellt. Bel 32% der Patienten ist ein signifikanter Abfall zu sehen. Bei 16% der
Patienten ist keine signifikante Anderung zu bemerken, bei 52 % liegt ein signifikanter
Anstieg vor.
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3.4.2 Potentialdifferenzmesungen bei CF-Patienten vor und nach der

Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition

Auch bei den CF-Patienten wurden jeweils vor und nach der Fahrradergometrie mit

Kaltluftexposition Potentialdifferenzmessungen durchgefiihrt. Abb. 24 veranschaulicht
die Ergebnisse. Es ergab sich vor der Fahrradergometrie ein Mittelwert von —61,8 mV

mit einer Standardabweichung von 11,4 mV und einer DAM von 9 mV. Die Spannweite
betrug —35 mV bis 81,5 mV (Tab. 5). Es wurden nur Messwerte der CF-Patienten
berticksichtigt, die in der Lage waren, die Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition
durchzuhalten. Nach der Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition betrug der Mittelwert
-56,4 mV mit einer Standardabweichung von 12,8 mV und einer DAM von 10,5. Die
Spannweite nach der Ergometrie betrug —36,5 bis—82,5 mV (vgl. Thl. 5).
Ein signifikanter Einflul der Kaltluftinhalation unter fahrradergometrischer Belastung

auf die nasale PD lief3 sich nicht nachweisen.

Tab. 5: PD vor und nach Fahrradergo plus Kaltluft von Gesunden und CF-Patienten

X (mV) S DAM | Min. (mV) | Max. (mV)
Gesunde vor Ergo -25,5 7.3 6,15 -13,5 -38,0
Gesunde nach Ergo + Kaltluft -25,3 7,4 5,85 -9,0 -36,5
CF-Pat. vor Ergo -61,8 11,4 9,05 -35 -81,5
CF-Pat. nach Ergo + Kaltluft -56,4 12,8 10,5 -36,5 -82,5
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3.4.3 Bilanz des Ver gleiches Fahr ader gometrie ohne und mit Kaltluft
Wenn man die Ergebnisse zwischen der Potentialdifferenz bei Fahradergometrie mit
und ohne Kaltluft vergleicht fallt auf, da3 die Veranderungen mit Kaltluft wesentlich
geringer ausfallen (Tab.5).

Ein signifikante Anstieg bei Kontrollpersonen ohne Kaltluftprovokation war unter
Kaltluftprovokation nicht zu beobachten.
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3.5 Pilotstudie zur Wirksamkeit von Amiloridpulver

Ziel dieser Untersuchung war es, festzustellen, ob sich mit dem Natriumblocker
Amilorid in Form eines Trockeninhalats eine Verminderung der Potentialdifferenz an
der nasalen Mukosa herbeifihren 183t. Im positiven Fall sollte geklart werden, mit
welcher Dosis ein optimaler Effekt auf die PD zu erzielen ist.

Zur Prifung der klinischen Wirksamkeit wurde 42 Patienten Amilorid in Pulverform
(1,2,3 oder 6 Hub) verabreicht. Die Zuteilung zu den einzelnen Gruppen erfolgte nach

dem Zufallsprinzip.

3.5.1 Anderung der Potentialdifferenz durch Applikation von

Amiloridpulver
Zur Ermittlung des Ausgangswertes wurden 2 initialle Messungen durchgeftihrt. Die

Ausgangswerte in den verschiedenen Gruppen stimmten weitgehend dberein. Die
Mittelwerte lagen zwischen —50.9 und —-54.4 mV (Tab. 6).

Tab.6: Mittelwerte (x), Standar dabweichung (s) und Gesamtber eich der Ausgangswerte
der Patienten, die nasal 1, 2, 3 oder 6 Hibe Amiloridpulver erhielten (Gruppel-1V)

Gruppe X (mV) S Range (mV)
I -52,2 14,2 -22 his—82
[ -52,8 10,9 -30 bis-73
[ -54,4 9,5 -37,5 bis—70,5
AV -51,3 7,3 -21,5 bis—66
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Danach wurden den Patienten je nach Gruppenzugehdrigkeit 1 - 6 Hub Amilorid mittels
MAG-Haler nasal appliziert.

Nach einer Einwirkzeit von 10 Minuten wurde erneut die Potentialdifferenz gemessen.
Die Resultate sind Tab. 7 zu entnehmen.

Tab.7: Mittelwert (x), Standardabweichung (s) und Gesamtbereich der Werte nach
Inhalation sowie prozentuale Anderung der PD bei Patienten, die nasal 1, 2, 3 oder 6
Hiibe Amiloridpulver erhielten (GruppeI-1V). Signifikante Ander ungen gegeniiber der

Gruppe mit der jeweils niedrigeren Dosis sind markiert (*)

Gruppe x (mV) S Range (mV) % - Anderung
I -27.3 10.0 -13 bis-50 46,7 %
[ -18.2 8.9 -8,5bis42,5 60,8% *
[l -21.8 7.1 -14,5 bis—40,5 59,4 %
A -13.3 51 -9 bis—26 685% *

Aus diesen Daten geht hervor, da3 bereits 1 Hub Amilorid eine signifikante
Reduzierung der nasalen PD zur Folge hat. Die prozentuale Anderung nimmt insgesamt
mit steigender Amilorid-Dosis zu. Lediglich im Vergleich von Gruppe Il mit Gruppe |11
ist keine Anderung zu verzeichnen. Wie die geringeren Standardabweichungen zeigen,
nimmt die Streubreite der PD-Werte in den einzelnen Gruppen mit hoherer
Inhalationsdosis ab. Die Anderungen zwischen den Gruppen sind bis auf die
Anderungen zwischen Gruppe 2 und 3 signifikant. Das Signifikanzniveau betragt
zwischen Gruppe 1 und 2 p=0,0052 sowie zwischen Gruppe 3 und 4 p=0,0335 (getestet
mittels Wilcoxon Rangsummentest).

Die Abbildungen 25 und 26 verdeutlichen diese Veranderungen der Potentialdifferenz

in Abhangigkeit von der Amilorid-Dosis.
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3.5.2 Zeitverlauf der Amiloridsenkungen

In den Gruppen Il (3 H. Amilorid) und IV (6 H. Amilorid) wurden
Zeitverlaufsmessungen vorgenommen, um die Wirkungszeit des Amiloridpulvers zu
bestimmen.

Dazu wurden bei 8 Messungen der Gruppe |11 und bei 7 Messungen der Gruppe IV im
Anschlu? an die Ausgangsmessung und die Messung nach 10 min, jeweils im 30
Minuten Abstand von der Ausgangsmessung, weitere PD-Messungen vorgenommen.
Wenn sich der Mel3wert dem Ausgangswert wieder anndherte wurden die Mef3abstande
auf 15 Minuten verkirzt. Die Kurvenverlaufe werden auf der nachfolgenden Grafik
(Abb. 27) dargestellt. Die Potentialdifferenzwerte wurden auf einen prozentualen Wert
umgerechnet, wobei 100% dem Ausgangswert vor Amiloripulverinhalation und 0%
einer Potentialdifferenz von 0 mV entspricht. Abbildung 28 stellt der Ubersichtlichkeit
halber jeweils die mediane Kurve beider Gruppen dar.

Man sieht an dem Verlauf der Zeitkurven, dal3 bei Applikation von 6 Hub Amilorid in
Pulverform im Mittel sowohl eine stérkere prozentuale Senkung, als auch eine langere

Dauer der Senkung erreicht wird.
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4 Diskussion

4.1 Hintergrund

Die nasale Messung der Potentialdifferenz (PD) ist bislang wegen des damit
verbundenen Aufwandes nur an wenigen Mukoviszidosezentren als Standarddiagnostik
etabliert. Ziel dieser Untersuchungen war es, zum einen verschiedene Einflif3e auf die
Potentialdifferenz zu untersuchen, zum anderen durch den Vergleich mit anderen
diagnostischen Verfahren eine Basis zur Beurteilung des Stellenwertes der PD zur
erhalten.

Die Abgrenzung zwischen gesunden Probanden, CF-Patienten und anderen Patienten
kann Schwierigkeiten bereiten. Die klassischen Mukoviszidosepatienten, die eine
charakterische Symptomatik haben (Dystrophie, schwere Lungenmanifestation,
Pankreasinsuffizienz) und eine positive CF-spezifische Diagnostik aufweisen(erhdhte
NaCl-Sekretion im Schweil3test, erhohte nasale Potentialdifferenz und zwei der
bekannten Genmutationen) sind einfach einzuordnen.

Dartiberhinaus werden aber immer mehr Formen der Mukoviszidose erfaldt, die von
diesem “klassischen” Krankheitsbild abweichen und mit einer deutlich milderen
Verlaufsform einhergehen, das heifdt sich z.T. nur pulmonal oder nur gastrointestinal
manifestieren. Es stellte sich nun die Frage, wie man bei diesen Personen letztendlich
eine Entscheidung trifft, ob sie nun CF-Patienten sind oder einer anderen
Krankheitsgruppe (Asthma bronchiale bei Atemwegsbeschwerden oder Shwachman-
Syndrom bei Pankreasinsuffizienz) zuzuordnen sind. Wir entschieden uns zu einer
Einteilung vorwiegend nach klinischen Gesichtspunkten in Kombination mit der
GesamtUbersicht aller diagnostischen Befunde. Diese Einteilung erfolgte nach besten

Wissen und Gewissen.
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4.2 , Sollwertbereich* fir die nasale Potentialdifferenz

Wahrend die Sollwertbereiche fur die Ergebnisse der Schweil3analyse bekannt sind,
fehlte es bisher noch an einer ausreichenden Zahl von PD-Messungen an Gesunden, so
dal3 zunéchst eigene Sollwertbereiche erstellt werden muféten. Aufgrund der eigenen
Mef3ergebnisse wurde der obere Grenzwert fir Gesunde bei —45 mV (Mittelwert +
doppelte DAM) festgelegt. Bei CF-Patienten wurden Werte von —9 bis —103 mV
beobachtet, so dald man im unteren Bereich bis —45 mV keine scharfe Grenze ziehen
kann. Inzwischen liegen gesicherte Erkenntnisse dartiber vor, daf3 die alleinige Angabe
von absoluten PD-Werten wegen des groRen Uberlappungsbereiches zwischen

Gesunden und CF-Patienten als diagnostisches Kriterium unzulénglich ist [1].

4.3 Vergleich verschiedener diagnostischer M ethoden

In der vorliegenden Arbeit fallt bei der Auswertung der Daten der Schweil3analyse von
CF-Patienten ein relativ grofRer Anteil von nicht pathologischen Ergebnissen (18%) und
grenzwertigen Ergebnissen (17%) auf.

Diese durfte dadurch zu erkléaren sein, dal relativ viele Patienten mit einem negativen
Schweil3testergebnis, bei denen allerdings aufgrund des klinischen Bildes ein dringender
Verdacht auf Mukoviszidose besteht, zur Durchfihrung einer Potentialdifferenz-
Messung nach Gief3en Uberwiesen werden. In anderen CF-Ambulanzen liegt dieser
Anteil vermutlich deutlich niedriger.

Betrachtet man bei der gleichen Patientengruppe die PD-Mel3werte, so fallt auf, dal3 die
Potentialdifferenz ein gleichwertiges Verfahren darstellt. Es liefert ahnlich viele richtig
positive Ergebnisse wie die lontophorese (76% versus 65%). Die Differenz a3t sich
sicherlich auch wieder aus der Selektion des Patientkollektivs erkléren.

Die graphischen Darstellungen machen deutlich (Abb. 9 und 10), dal3 bei dem
untersuchten Patientenkollektiv beide Methoden alleine meist nicht ausreichten, eine
Mukoviszidose zweifelsfrei zu diagnostizieren bzw. eindeutig auszuschlief3en.

Wird die lontophorese mit der Potentialdifferenzmessung (Grenzwert —45 mV)
kombiniert, so geigt die diagnostische Sicherheit deutlich. Bei nur 4 % der Patienten
entsteht nicht mindestens der Verdacht einer Mukoviszidose durch ein mindestens
grenzwertiges Testergebnis und bei weiteren 8 % ist nicht schon mindestens ein Test
pathologisch. Man erkennt daran, dal3 eine Kombination verschiedener Testverfahren

eine deutliche Steigerung der Sensitivitét mit sich bringt.
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Lange Zeit wurde der Schweildtest als der Goldstandard in der Mukoviszidose
diagnostik betrachtet, allerdings wurde festgestellt, dal? die lontophorese nicht bei allen
CF-Patienten pathologische Ergebnisse liefert. Auch kann ein Ergebnis durch eine zu
geringe SchweiRproduktion oder durch methodische Méangel in der Durchfiihrung falsch
posistiv ausfallen [147]. Dabei sind insbesondere ein Dehydratationszustand und das
Vorliegen einer atopischen Dermatitis zu berticksichtigen [147]. Auch aufgetragene
Salben kdnnen zu falsch positiven Ergebnissen fihren.

Ferner mul3 bel der Interpretation der Ergebnisse auch die Analysemethode der
lontophorese(in Gief3en: Leitfahigkeitsbestimmung) berticksichtigt werden. Allerdings
wurden mehrere der negativen Schweil3tests auch von anderen Kliniken mit anderen
Bestimmungsmethoden des Natrium bzw. des Chlorids (z.B. flammenphotometrisch)
bestétigt, so dal die Methode als grundsétzliche Fehlerquelle weitestgehend
ausgeschlossen werden kann [40]. Aul3erdem sind fur die Leitfahigkeitsmessung eher
Probleme durch die Beeinflussung durch andere lonen (wie z.B. Bikarbonat) typisch, so
dal3 sie im Vergleich zu anderen Methoden eher zu falsch positiven Ergebnissen fihrt.
Die Sensitivitéat a3t sich durch Wiederholung der einzelnen diagnostischen Teste
steigern, um oben beschriebene Storeffekte und auch methodische Fehler zu
minimieren. Dies lie3 sich bei einem Vergleich der beiden Methoden nicht mit
briicksichtigen, da z.B. Schweildtests bei kleineren Kindern wesentlich leichter
wiederholbar sind als eine nasale Potentialdifferenzmessung, die in Deutschland bisher
nur an wenigen Kliniken durgefihrt wird (Gief3en, Hannover, Wirzburg) [1]. Bel
unserem Vergleich wurden aus diesem Grunde nur Ergebnisse der Erstuntersuchung der
beiden diagnostischen Methoden beriicksichtigt.

Eine weitere diagnostische Maoglichkeit ist die Bestimmung der exokrinen
Pankreasinsuffizienz mittels Bestimmung der fakalen Pankreaselastase |.

Auch die Ergebnisse des Vergleichs mit der PD legen nahe, dal3 beide diagnostischen
Verfahren bel unserer Patientengruppe den ungefahr gleichen diagnostischen Wert
besitzen, obwohl sie unterschiedliche Funktionen prifen. Auch hier ergibt die
Kombination beider Diagnostikverfahren wieder deutlich besser Ergebnisse: Nur bei 3
% aler Patienten zeigt sich anhand der Ergtbestimmung kein grenzwertiges oder
pathogisches Ergebnis bei der Bestimmung der fékalen Elastase 1 oder bei der
Potentialdifferenzmessung. Nur bel 11 % der Patienten ist nicht mindestens 1 Mel3wert
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eindeutig patholgisch. Auch dies verdeutlicht die gute Ergénzung beider
Untersuchungsmethoden.

Bei der Elastasebestimmung wurde analog zum Vergleich der Daten der
SchweilRanalyse mit der Potentialdifferenzmessung nur die erste Bestimmung der
Elastasewerte  bertcksichtigt. Daraus folgt, dald eine gerade entstehende
Pankreasinsuffizienz unter Umstdnden noch nicht erkannt wird, aber bei
Wiederholungen eindeutig zu erkennen wére [90].

In der Literatur findet man sehr hohe Werte fur Sensitivitdtss und
Spezifitatsbestimmungen fir Mukoviszidose mit Pankreasbeteiligung fur die fékale
Elastase 1 [54,124,133].

Die hier dargestellten diagnostischen Mangel sind nicht zuletzt darauf zurlickzufthren,
da3 nicht jede Mukoviszidose mit einer Pankreasinsuffizienz einhergehen mul3.
Inzwischen weil3 man sogar welche Mutationen obligatorisch mit einer
Pankreassuffizenz einhergehen [23,55].

Die diagnostische Methode, die mittelfristig die sensitivste und auch spezifischste wére,
ist wohl die Genanalyse, da sie bei vollstandiger Analyse des CF-Gens alle bisher
bekannten Mutationen finden mifte. Dies ist aus Kostengrinden vorerst nur bei
wenigen Patienten mdglich und zudem sind bisher noch nicht alle Mutationen bekannt.
Man konzentriert sich daher nur auf die haufigeren Mutationen, wobei die in der
Literatur angegebenen Haufigkeiten z.B. fur dF508 (ca. 70 % der CF-Patienten)
selbstverstandlich nur fir den mitteleuropéischen Raum gelten und fur Patienten anderer
Herkunftslander sicherlich geringer ausfallt [94,139]. In diesem Zusammenhang ist zu
erwdhnen, dal3 nicht alle Patienten mit dem in der Methodik beschriebenen Kit auf die
31 haufigsten Mutationen getestet wurden (erfaldt ca 87% der CF-Patienten), sondern
tellweise mit einem Kit, das nur die 8 haufigsten Mutationen (ca. 80 % der CF-
Patienten) erkennt.

Beim Betrachten der Gentestergebnisse fallt auf, dal3 auch mittels Gentest bei einigen
Patienten eine CF-Mutation nur auf einem Allel, teilweise sogar auf keinem Allel erfaldt
wurde. Wenn man davon ausgeht, dal3 diese Patienten tatsdchlich CF-Patienten sind,
militen sie eine bzw. zwei seltenere Mutation tragen. Dies ware nur durch eine

komplette Sequenzierung des CFTR-Genes zu erkennen.
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Als Erkléarung fur die hdufige Nichterfassung von CF-Mutationen bei den untersuchten
Patienten mittels der verwendeten Testkits ist erneut das besondere Patientenkollektiv
zu erwahnen.

Auch hier a3 sich durch Kombination mit der Potentialdifferenz eine deutliche
Steigerung der Sensitivitét erreichen.

Zusammenfassend zum Vergleich der verschiedenen Methoden ist zu sagen, dai die
Potentialdifferenz eine wichtige ergénzende diagnostische Methode darstellt, die gerade
bei einem dringenden Verdacht auf Mukoviszidose trotz negativem Schweildtest
eingesetzt werden ollte. Allerdings mul3 eingerdumt werden, dal3 die
Potentialdifferenzmessung in dieser Untersuchung aufgrund des ausgewéhlten
Patientenkollektivs besser abschneidet, als dies bei “normalen”, nicht vorselektierten

Patienten vermutlich der Fall ware.
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4.4 Sensitivitat und Spezifitat der Potentialdifferenz

Bei Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dal3 je nach angenommenem Grenzwert
entweder die Spezifitdt oder die Sensitivitét der Potentialdifferenzmessung noch
verbesserungsfahig ist. Das heil3t, dal? je nach Grenzwert, den man festsetzt, entweder
viele Gesunde als potentiell krank angesehen werden oder dai3 einige Kranke nicht als
krank identifiziert werden. Dies entsteht durch einen gewissen Uberlappungsbereich
zwischen Gesunden und Kranken.

Aber selbst in der Ausgangsmessung mit einem Grenzwert von —45 mV als
pathologisch und — 35 mV als grenzwertig schneidet die Potentialdifferenz im Vergleich
mit anderen Diagnostikmethoden sehr gut ab (s. Kap. 3.2):

Bei der Potentialdifferenz wurde nur bel 7 % der CF-Patienten eine nicht pathologische
Potentialdifferenz registriert, und bei weiteren 17 % wurde ein grenzwertiger Befund
erhoben.

Fur diese falsch negativen Ergebnisse gibt es folgende Erklarungsmoglichkeiten:

Es gibt Untersuchungen, in denen eine Rhinitis zu einer Erniedrigung der
Potentialdifferenzwerte fuhrte [63]. Da in der vorliegenden Untersuchung nur
Erstmessungen der Patienten ausgewertet wurden, kénnen manche Ergebnisse auf die
Tatsache zurlickgefuihrt werden, dal3 bei den Patienten zum Zeitpunkt der Messung eine
Rhinitis vorlag und bei einer Wiederholungsmessung durchaus ein pathologischer Wert
zu erheben gewesen wére. Ein zu niedriges Ergebnis kann ferner auf einen
vorausgegangenen operativen Eingriff an der Nase (z.B. wegen Polyposis nasi et
sinuum) zurtckzuftihren sein [63], weil dabei teilweise das Flimmerepithel der unteren
Nasenmuschel mit beschédigt wird und somit das eigentlich fir die Messung bendtigte
Gewebe nicht mehr zur Verfigung steht. Desweiteren konnten manche nicht
pathologischen und grenzwertigen Befunde durch die mangelnde K ooperationsfahigkeit
der Patienten zustande kommen. Gerade kleinere Patienten sind haufig nicht in der
Lage, bei dieser Untersuchung fur die notwendige Zeit einer Messung den Kopf relativ
still zu halten. Der Untersucher hatte unter diesen Bedingungen Schwierigkeiten , die
optimale Mef3stelle zu finden.

Deswegen wird empfohlen, eine Potentialdifferenzmessung bei zweifelhaftem Befund
zu wiederholen und dabei auf Infektfreiheit zu achten. Nach neuesten Erkenntnissen
kann bei mangelnder Kooperation Kkleinerer Patienten eine rektale Potential-

differenzmessung durchgefiihrt werden [120].
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Darlberhinaus sollte noch erwadhnt werden, dal3 die Bestimmung der Potentialdifferenz
- wie andere diffizile Mel3methoden - nur in den Handen von Gelibten verwertbare
Ergebnisse liefert.

Die Spezifitdt und Sensitivitét der nasalen Potentialdifferenzmessung a3t sich in vivo
durch die Superfusionsmethode steigern, bei der durch Amilorid erst die Natriumkanéle
blockiert werden und dann durch eine chloridarme Lésung und ein Beta-2-
Sympathomimetikum die (bisher bekannten) Chloridkanéle aktiviert werden. Dies fhrt
bei Gesunden erst zu einem Abfall und danach wieder zu einem Anstieg der
Potentialdifferenz, bis diese weider den Ausgangswert erreicht oder Uberschreitet. Bei
CF-Patienten bleibt aufgrund des c-AMP abhangigen Chloridkanaldefektes der
Wiederanstieg der Potentialdifferenz aus

[81,116,156]. Durch diese Methode |a3t sich sowohl eine Spezifitdt als auch eine
Sensitivitéat von tber 99 % erzielen [1].
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4.5 Fahrradergometrie

Es stellte sich die Frage, inwieweit Faktoren wie eine korperliche Belastung Einfluld auf
die nasale Potentialdifferenz haben und ob eventuell die Aussagekraft durch eine
Standardisierung verbessert werden kénnte.

Wie die Resultate zeigen, fuhrt eine fahrradergometrische Belastung eher zu einer
starkeren Uberlappung der Potentialdifferenzwerte von Gesunden und CF-Kranken, da
bei den Gesunden haufig ein Anstieg, bei den Kranken jedoch meist keine Anderung zu
messen war. Wie Doppelmessungen unter Ruhebedingungen gezeigt haben, kann man
von einer Anderung der Potentialdifferenz ausgehen, wenn sich der Wert um mehr als 7
% andert [63]. Als Schlu¥folgerung ergibt sich, dal3 eine PD-Messung moglichst im
Ruhezustand vorgenommen werden sollte. Die von einer australischen Arbeitsgruppe
beschriebenen Anderungen der Potentialdifferenz unter korperlicher Belastung konnten
von uns nur begrenzt nachvollzogen werden [2]. Bei den CF-Patienten fanden sie
vorwiegend ein Absinken der Potentialdifferenz, wahrend bei den hier vorgelegten
Messungen sowohl Potentialdifferenzabfédlle als auch —anstiege bzw. unveranderte
Potentialdifferenzen zu beobachten waren. Der (Uberwiegende) Anstieg der
Potentialdifferenz bei Gesunden |&3t sich auch anhand der eigenen Messergebnisse
nachvollziehen.

Eine Erkldrung fur die diskrepanten Resultate bei CF-Patienten war auch bei der
Kontaktaufnahme und Diskussion mit den australischen Kollegen nicht zu finden.
Moglicherweise spielt eine Perfusionsdnderung an der Nasenschleimhaut eine Rolle.
Dafir sprechen auch die PD-Untersuchungsergebnisse, die wahrend Fahrradergometrie
mit Kaltluftexposition gewonnen wurden, da die Anderungen der PD wesentlich
geringer ausgepragt waren. Moglicherweise wurde die als Folge der Anstrengung
verstarkte Perfusion der Nasenschleimhaut zumindest teilweise und passager durch eine
kéltebedingte Vasokonstriktion kompensiert [47].

Wichtig war es fir uns, durch gezielte Kaltluftexposition der Nasenschleimhaut
Hinweise auf eine eventuelle Reaktion der PD der Bronchialschleimhaut auf Kélte zu
erhalten, ohne dal3 die Bronchialschleimhaut belastet wurde. Wenn man die verflgbare
Literatur Uber Kaltluftexposition sichtet, fallt auf, dal3 bei Kaltluftexposition Uber
Gesichtsmaske bronchokonstriktorische Effekte bei Gesunden festgestellt wurden, die
bei direkter nasaler Insufflation nicht beobachtet werden konnte [87]. Inwieweit dies
reflektorisch durch die Kalteeinwirkung auf die Gesichtshaut bedingt ist, wurde bisher
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nicht ndher untersucht. Vasgovagale reflektorische Beziehungen sind zumindest bei
Nasen- und Bronchialschleimhaut beschrieben [103]. Insofern mul3 auch Uberlegt
werden, ob auch die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Effekte durch eine
»Gesichtskihlung” beeinfluf3t wurden.

In der Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition lief3 sich weder bei Kranken noch bei
Gesunden eine signifikante Anderung der Potentialdifferenzmesswerte nachweisen.
Korperliche Belastung im Winter diurfte dementsprechend keine unginstigen
Auswirkungen auf den lonentransport in der Bronchialschleimhaut haben.

Inwieweit eine Adrenalinausschiittung sowohl bei der normalen Fahrradergometrie als
auch bei der Kaltluftprovokation eine Rolle spielt, 1&3% sich mit dieser Untersuchung
nicht klaren.
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4.6 Amiloridpulverinhalation

Im Gegensatz zu den beschriebenen natlrlichen Einflul3faktoren mit sehr variabler
Reaktion der PD lassen sich auf pharmakologischer Basis eine reproduzierbare (und
gewlnschte) Verringerung der PD erzielen [76]. Die Applikation eines Amiloridpulvers
eroffnet die Moglichkeit, Amilorid zeitsparend zu inhalieren. Die Ergebnisse lassen den
Schlul? zu, dal? die Inhalation einer ausreichenden Menge von Amiloridpulver (6 Hub)
dhnliche Ergebnisse wie die Feuchtinhalation bewirkt [64]. Dies betrifft sowohl die
Hohe der Potentialdifferenzsenkung als auch die Dauer dieser “Normalisierung” der
Potentialdifferenz. Die hier beschriebene moderne Form der Pulverinhalation bei der
schon im Gerét das Medikament selbst vom Tréger getrennt(,desagglomeriert”) wird,
wéare demnach gut geeignet, die zeitlich aufwendige Feuchtinhalation zumindest
tagsiiber zu ersetzen, insbesondere am Arbeitsplatz, in der Schule oder an Orten, wo
eine Feuchtinhalation aufgrund der ortlichen Gegebenheiten schwierig ist. Positiv ist
auch die einfache Handhabung des MAG-Halers, die —technisch elegant- gerade
Jugendliche fasziniert, und damit die Compliance férdert. Den ca. 30 min.
Feuchtinhalation (incl. Reinigung des Inhalationsgerdtes) stehen nur ca 1 min
Trockeninhalation mittels des Turbohalers gegentiber. Da damit eine lange anhaltende
NaCl- (und Wasser-) Retention im Sekret erzielt wird, ist auch das erwinschte
Befeuchten der Atemwege gewahrleistet.

Die Nachteile dieser Methode bestehen darin, da’ die Physiotherapie, die mit jeder
Feuchtinhalation verbunden ist, entféllt. Insofern sollte die Trockeninhalation nur als
Erganzung und nicht als Ersatz fur die Feuchtinhalation eingesetzt werden,. Zur Zeit
wird angestrebt, die Amiloridkonzentration in der Ringtablette deutlich anzuheben.
Dadurch kénnte die notwendige Medikamentendosis bereits mit einem oder zwel Hub
inhaliert werden.

Das ware vor allem fur Patienten ein Gewinn, die schulisch bzw. beruflich sehr stark
eingebunden sind und Mhe haben, ihre Therapie konsequent durchzuftihren. Bevorzugt
wirden Patienten davon profitieren, die Uber relativ zéhes Sekret klagen, das nicht
durch Entzindungsprozesse bedingt ist [40], weil bei ihnen eine Verflissigung des
Schleimes mittels Amiloridinhalation gelingen kdnnte.
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4.7 Fazit und Ausblick

Es &} sich folgende Bilanz ziehen:

Die nasale Potentialdifferenz ist eine Bereicherung der bisherigen diagnostischen
Moglichkeiten bei Mukoviszidose. Allerdings unterliegt der Basiswert des gesunden
und auch des Mukoviszidose-Patienten recht grof3en Schwankungen infolge alltéglicher

Reize, wie sie durch korperliche Belastung und kalte Luft reprasentiert werden.

Dagegen kann durch den Natriumblocker Amilorid eine gezielte Beeinflussung in
Richtung Verminderung der Potentialdifferenz erfolgen. Damit erdffnen sich auch
Perspektiven fur eine mogliche kinftige Pravention, die im Alltag der Patienten

realisierbar erscheint.

In nachfolgenden Studien wurde eine weitere Verbesserung der Diagnostik durch
Stimulation der bisher bekannten Chlorkanéle angestrebt bzw. bereits realisiert [169].
Darliber hinaus wurden Vorbereitungen dafir getroffen, dass durch héher konzentriertes
Amilorid eine Erleichterung der Pravention erfolgen kann (z.B. 4 x 2, anstelle von 4 x 6
Huben), sofern sich diese Substanz in der Langzeitanwendung bewéhren sollte. Eine
kontrollierte Studie dazu wurde an den CF-Zentren in Gief3en und Hamburg begonnen
und wird im Jahre 2002 abgeschlossen sein.



5 Zusammenfassung

Einleitung: Ziel dieser Arbeit war es, zum einem den Stellenwert der Potentialdifferenz
im Vergleich mit anderen diagnostischen Methoden zu belegen, zum anderen den
Einflul3 verschiedener Faktoren wie korperliche Belastung, Kélte und Amiloridpulver
festzustellen.

Methode: Die Potentialdifferenz wurde mit Hilfe eines modifizierten klassischen
V ersuchsaufbaus nach Boucher registriert.

Ergebnisses Man konnte eine deutliche Sensitivitdtserhohung durch die zusétzliche
Durchfihrung einer Potentialdifferenzmessung in Ergédnzung zu einer anderen
Diagnostikmethode (lontophorese, Pankreaselastase, Genanalyse) erreichen. Unter
diesen Bedingungen werden nur wenige Patienten unerkannt bleiben. Die Sensitivitét
bzw. Spezifitét hangt von den jewells verwendeten Grenzwerten ab und liegt bei -40
mV als Trennwert bei 91,2 %(Sens.)/ 82,1 % (Spez.) bzw. bei einem Trennwert von —45
mV bei 76,4 %/ 93,2 %.

Die Fahrradergometrie fuhrte bei den Gesunden zu einem signifikanten Anstieg der
Potentialdifferenz von — 25,7 mV auf —31,1 mV. Bei den CF-Patienten wurde sowohl
unter Fahrradergometrie (mit oder ohne Kaltluftbelastung), ebenso wie bei den
Gesunden unter Ergometrie mit Kaltluftbelastung keine signifikante Anderung
festgestellt.

Durch Gabe von Amiloridpulver lief3 sich die Potentialdifferenz senken. Dieser Effekt
war dosisabhangig. Desweiteren wurde die Dauer des Potentialdifferenzabfalls
Uberprift bei den Gruppen mit 3 bzw. 6 Hub Pulveramilorid. Dabei zeigte sich, dal3 der
Abfall bei 6 Hub Pulveramilorid im Mittel um 31,4 min langer anhdlt als bei der Gruppe
mit 3 Hub.

Fazit: Die Ergebnisse belegen, dald eine Potentialdifferenzmessung als zusétzliches
Diagnostikum gerade bei grenzwertigen Befunden mit anderen Untersuchungsmethoden
sehr hilfreichist.

Eine korperliche Belastung 183t keine Trennung zwischen den beiden Gruppen zu,
sondern fuhrt im Gegenteil zu einer stdrkeren Unschérfe. Deswegen sollte die
Potentialdifferenzmessung moglichst an einer ruhigen, entspannten Versuchsperson
durchgefuhrt werden.

Es lal3t sich ein vergleichbarer Abfall der Potentialdifferenz durch die Applikation von

Amilorid in Trockenform erreichen, wie durch Amilorid als Feuchtinhalation.
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7 Anhang

Tab.1l: Veranderung der Potentialdifferenz durch Fahrradergometrie bei gesunden

Probanden (geor dnet nach prozentualer Anderung)

Pb.Nr. | Vor Ergo | Nach Ergo | Diff. %-Anderung
1 -29 -19,5 -9,5 -32,76%
2 -26,5 -18 -8,5 -32,08%
3 -25 -21,5 -3,5 -14,00%
4 -24 -21,5 -2,5 -10,42%
5 -46 -42,5 -3,5 -7,61%
6 -18 -17 -1 -5,56%
7 -26 -25 -1 -3,85%
8 -13 -12,5 -0,5 -3,85%
9 -15,5 -15 -0,5 -3,23%
10 -21 -20,5 -0,5 -2,38%
11 -26,5 -26 -0,5 -1,89%
12 -32,5 -32,5 0 0,00%
13 -17 -17 0 0,00%
14 -31 -31 0 0,00%
15 -32,5 -32,5 0 0,00%
16 -46 -46,5 0,5 1,09%
17 -30,5 -31 0,5 1,64%
18 -25,5 -26 0,5 1,96%
19 -38,5 -40 1,5 3,90%
20 -25 -26 1 4,00%
21 -23,5 -24,5 1 4,26%
22 -42 -44 2 4,76%
23 -30 -31,5 1,5 5,00%
24 -27,5 -29 1,5 5,45%
25 -36,5 -39 2,5 6,85%
26 -29 -31 2 6,90%
27 -41,5 -45 35 8,43%
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28 -32,5 -36 3,5 10,77%
29 -18,5 -20,5 2 10,81%
30 -35,5 -39,5 4 11,27%
31 -29,5 -33 3,5 11,86%
32 -22 -25 3 13,64%
33 -21 -24 3 14,29%
34 -20,5 -23,5 3 14,63%
35 -35,5 -41 55 15,49%
36 -21,5 -25 3,5 16,28%
37 -14,5 -17 2,5 17,24%
38 -31 -36,5 55 17,74%
39 -14 -16,5 2,5 17,86%
40 -38 -45 7 18,42%
41 -31 -38 7 22,58%
42 -34,5 -42,5 8 23,19%
43 -15 -18,5 3,5 23,33%
44 -20 -25 5 25,00%
45 -23,5 -29,5 6 25,53%
46 -33 -41,5 8,5 25,76%
a7 -25 -31,5 6,5 26,00%
48 -17 -21,5 4,5 26,47%
49 -30 -38,5 8,5 28,33%
50 -26 -33,5 7,9 28,85%
51 -36 -46,5 10,5 29,17%
52 -30,5 -41f 10,5 34,43%
53 -29,5 -40 10,5 35,59%
54 -30 -42 12 40,00%
55 -30 -4351 135 45,00%
56 -31 -45 14 45,16%
57 -11,5 -17 55 47,83%
58 -25 -37,5] 125 50,00%
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59 -22,5 -35( 12,5 55,56%
60 -20 -32 12 60,00%
61 -16,5 -27,5 11 66,67%
62 -13 -25 12 92,31%
63 -16 -32 16 100,00%
64 -10,5 -21,5 11 104,76%
65 -23,5 -53| 29,5 125,53%
66 -19 -45 26 136,84%
X -26,3 -31,1 4,83 21,98 %
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Tab. 2. Veradnderung der Potentialdifferenz durch Fahrradergometrie bei CF-Patienten

(geor dnet nach prozentualer Anderung)

Pat.Nr. Vor Ergo |NachErgo| Diff. | %-Anderung
1 -52 -25 -27 -51,92%
2 -38,5 -21 -17,5 -45,45%
3 -37,5 -21 -16,5 -44,00%
4 -35,5 -21 -14,5 -40,85%
5 -50 -37,9 -12,5 -25,00%
6 -67 -50,5 -16,5 -24,63%
7 -58 -45 -13 -22,41%
8 -47 -36,5 -10,5 -22,34%
9 -57 -44.5 -12,5 -21,93%

10 -54,5 -43 -11,5 -21,10%
11 -68 -56,5 -11,5 -16,91%
12 -92,5 =77 -15,5 -16,76%
13 -45 -38,5 -6,5 -14,44%
14 -41 -36 -5 -12,20%
15 -36 -32,5 -3,5 -9,72%
16 -65,5 -60 -5,5 -8,40%
17 -47,5 -44.5 -3 -6,32%
18 -33 -31,5 -15 -4,55%
19 -22 -21 -1 -4,55%
20 -68 -67 -1 -1,47%
21 -63,5 -63,5 0 0,00%
22 -43 -44.5 1,5 3,49%
23 -52,5 -55 2,5 4,76%
24 -43 -45,5 2,5 5,81%
25 -48 -51,5 35 7,29%
26 -39,5 -42,5 3 7,59%
27 -30,5 -33 2,5 8,20%
28 -46 -50,5 4,5 9,78%
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29 -23,5 -26,5 3 12,77%
30 -23,5 -26,5 3 12,77%
31 -56,5 -64,5 8 14,16%
32 -57,5 -66 8,5 14,78%
33 -50 -57,5 7,5 15,00%
34 -50 -58 8 16,00%
35 -41 -48 7 17,07%
36 -43 -52) 9 20,93%
37 -48 -59,5 11,5 23,96%
38 -38,5 -49,5 11 28,57%
39 -57 -75 18 31,58%
40 -63 -91,5 28,5 45,24%
41 -50 -75 25 50,00%

-48,36 -47,44 -0,93 -1,6%
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Tab.3: Veranderung Potentialdiffer enz durch Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition

bei gesunden Probanden (n = 20; geordnet nach prozentualer Anderung)

Vor Ergo | Nach Ergo | Diff. %-Anderung
mit Kaltluft | mit Kaltluft
-36,5 -36 -0,5 -1,37%
-22 -24 2 9,09%
-30,5 -36,5 6 19,67%
-21 -22,5 1,5 7,14%
-25 -23 -2 -8,00%
-28,5 -29,5 1 3,51%
-13,5 -9 -4,5 -33,33%
-17 -27 10 58,82%
-36 -30,5 -5,5 -15,28%
-19,5 -15 -4,5 -23,08%
-38 -32,5 -5,5 -14,47%
-21 -19,5 -15 -7,14%
-20 -29 9 45,00%
-23,5 -26,5 3 12,77%
-32 -29,5 -2,5 -7,81%
-34 -34 0 0,00%
-15,5 -13,5 -2 -12,90%
-28,5 -23,5 -5 -17,54%
-20,5 -20,5 0 0,00%
-26,5 -23,5 -3 -11,32%
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Tab.4: Veranderung Potentialdiffer enz durch Fahrradergometrie mit Kaltluftexposition
bei CF-Patienten (n = 18; geor dnet nach prozentualer Anderung)

Vor Ergo | Nach Ergo | Diff. %-Anderung
mit Kaltluft | mit Kaltluft
-52 -45,5 -6,5 -12,50%
-66,5 -70,5 4 6,02%
-70,5 -65 -5,5 -7,80%
-55 -62,5 7,5 13,64%
-64 -63 -1 -1,56%
-63,5 -60,5 -3 -4,72%
-47,5 -45 -2,5 -5,26%
-73 -56 -17 -23,29%
-71,5 -41,5 -30 -41,96%
-58,5 -37 -21,5 -36,75%
-64 -66 2 3,13%
-51,5 -49 -2,5 -4,85%
-53,5 -51 -2,5 -4,67%
-60 -59,5 -0,5 -0,83%
-75 -72,5 -2,5 -3,33%
-35 -36,5 1,5 4,29%
-70 -51,5 -18,5 -26,43%
-81,5 -82,5 1 1,23%
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Tab.5.: Zeitverlauf der PD-Werte bei CF-Patietnen nach 3 HubAmiloridpulverinhalation

Mess.| O 10 30 60 75 90 105 | 120 | 135 | 150
1 -67 | -35 | -35 | -36 | -50 [-52,5| -64,5
2 -65 |[-205| -20 | -35 |-37,5| -47 -44 -46 | -52,5|-61,5
3 -60 |-195| -19 |-21,5 -19 -30,5| -40 | -65
4 |-655| -30 | -30 | -31 -36,5| -46 |-515| -65
5 |-435]| -19 | -185|-24,5 -17 -23 -30 | -40
6 |-375| -15 [-10,5|-155 -125| -17 -24 | -35
7 -58 | -21 | -35 | -49 -45 -47 -51 | -54
8 |-425|-165| -16 |-19,5 -23 -31 |-355| -40

Tab.6: Zeitverlauf der PD-Werte bei CF-Patienten nach 6 Hub Amiloridpulverinhalation

Mess. 0 10 30 60 90 | 120 | 135 | 150 | 180 210 240, 255
1 -51 -13] -19] -24,5 -38,5 -55,5
2| -66| -26| -22| -25 -27| -35 -36,5 -63
3| -47,5 -17,5| -17,5| -22,5| -22,5 -24 -44
4 -43 -9 -9 -9,5 -10,5[ -13 -12)  -15| -16,5| -34,5| -47,5
5| -51] -95 -13  -17p  -3%] -37,5/ -50
6| -56,5| -15 -18| -19| -20,5 -25| -29,5] -35 -47| -54
7l -62,5 -21] -29| -29 -29| -60] -65
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